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RESUMEN

Objetivo: comparar la actividad antifungica del enjuague bucal a base de cloruro de
cetilpiridinio con el enjuague bucal a base de clorhexidina sobre la Candida albicans
ATCC 10231 a las 24, 48 y 72 horas. Método: experimental, longitudinal, comparativo
y prospectivo; en el cual se evaluaron 37 de halos de inhibicion por cada grupo (enjuagues
bucales a base de cloruro de cetilpiridinio y a base de clorhexidina). El andlisis de
inhibicion se realiz6 con cepas de Candida albicans inoculadas en placas Petri con agar
Mueller Hinton mediante el método de difusion y los halos fueron medidos a las 24, 48 y
72 horas. Resultados: se encontr6 que el enjuague bucal a base de cloruro de
cetilpiridinio presentdé media y desviacion estandar en los halos de inhibicion de 26,01 +
4,05; 23,88 £4.49; 22,7 + 4,49 mm a las 24, 48 y 72 horas respectivamente. Mientras que
el enjuague bucal a base de clorhexidina presenté media y desviacion estandar en halos
de inhibicion de 61,97 + 7,09; 56,45 + 7,97; 53,16 + 8,08 mm a las 24, 48 y 72 horas
respectivamente. Ademas, se observo que los halos de inhibicion del enjuague bucal a
base de clorhexidina fueron significativamente de mayor tamafio (p = 0,000), en
comparacion con los halos de inhibicion del cloruro de cetilpiridinio. Conclusién: los
dos enjuagues bucales tienen actividad antifiingica, siendo significativamente mayor la
actividad antifiingica del enjuague bucal a base de clorhexidina.

Palabras clave: enjuague bucal, actividad antifingica, candida albicans.
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ABSTRACT

Objective: to compare the antifungal activity of cetylpyridinium chloride-based
mouthwash with chlorhexidine-based mouthwash on Candida albicans ATCC 10231 at
24, 48 and 72 hours. Method: experimental, longitudinal, comparative and prospective;
in which 37 inhibition halos were evaluated for each group (cetylpyridinium chloride-
based and chlorhexidine-based mouthwashes). The inhibition analysis was carried out
with Candida albicans strains inoculated in Petri dishes with Mueller Hinton agar using
the diffusion method and the halos were measured at 24, 48 and 72 hours. Results: it was
found that the cetylpyridinium chloride-based mouthwash presented mean and standard
deviation in the inhibition halos of 26.01 + 4.05; 23.88 +4.49; 22.7 + 4.49 mm at 24, 48
and 72 hours respectively. While the chlorhexidine-based mouthwash presented mean
and standard deviation in inhibition halos of 61.97 +7.09; 56.45 +£7.97; 53.16 + 8.08 mm
at 24, 48 and 72 hours respectively. In addition, it was observed that the inhibition halos
of the chlorhexidine-based mouthrinse were significantly larger (p = 0.000), compared to
the inhibition halos of cetylpyridinium chloride. Conclusion: the two mouthwashes have
antifungal activity, the antifungal activity of the chlorhexidine-based mouthwash being

significantly higher.

Keywords: mouthwash, antifungal activity, candida albicans.



I. INTRODUCCION

Las micosis orales, afectan principalmente a las mucosas, y son causadas en mayor
medida por el patégeno oportunista Candida albicans. A menudo se presentan mas en los
usuarios con dentaduras postizas, personas de edad avanzada, en pacientes diabéticos y en
personas inmunodeprimidas (Rodriguez et al., 2002).

Candida albicans es un microorganismo comensal de los seres humanos: habita en el
tracto gastrointestinal, la mucosa oral y vaginal de la mayoria de las personas sanas. En
ocasiones, se comporta como un patdogeno oportunista, provocando asi infecciones mucosas
sintomadticas. Candida albicans se caracteriza por varios tipos de células de desarrollo, que
incluyen levaduras y formas filamentosas (pseudohifas e hifas). Los filamentos son distintos
de las células en forma de levadura en la estructura de la pared celular, las proteinas de la pared
celular, los programas de transcripcion y el reconocimiento con el sistema inmunologico
(D'Ostiani et al., 2000; Van der Graaf et al., 2005)

Entre varios mecanismos, la hidrofobicidad de la superficie celular desempefia un papel
importante en la adhesion de Candida albicans a superficies inertes. Esta capacidad de
adhesion es uno de los principales factores predisponentes a las infecciones bucales, ya que en
el interior de la cavidad bucal suelen estar presentes materiales abidticos como la base acrilica,
los brackets metalicos de ortodoncia y las superficies de las restauraciones dentales. Por lo
tanto, la capacidad de Candida albicans para adherirse a materiales inertes de este tipo
explicaria por qué la estomatitis por Candida y otras infecciones orales por hongos afectan
aproximadamente al 67% de los usuarios de protesis dentales de edad avanzada (Hégg, 2004;

Biirgers et al.,2009; Figueiral et al., 2007).



No solo la Candida albicans puede unirse a materiales inertes, también puede unirse a
superficies bidticas en la cavidad oral, epitelio mucoso y superficie dentaria, por medio de
mecanismos adicionales; como interacciones entre receptores epiteliales y adhesinas de
Candida (Matsuura et al., 2015; Moyes et al., 2015).

La candidiasis oral-faringea, asociado principalmente con Candida albicans, es comun
entre los pacientes con Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), donde se considera
un marcador del desarrollo de la enfermedad en individuos con Virus de inmunodeficiencia
humana (VIH). Ademas, la candidiasis oral-faringea a menudo se asocia con el cancer oral,
puede desarrollarse en personas que usan protesis dentales (especialmente en personas de edad
avanzada) y con frecuencia afecta a pacientes diabéticos, asi como a pacientes terminales que
no producen suficiente saliva. En varios casos, la candidiasis oral se puede prevenir mediante
una buena higiene bucal, incluido el uso diario de cepillo de dientes y enjuagues bucales (Kim

y Sudbery, 2011; Paulone et al., 2017).

Es importante recalcar que en la actualidad los enjuagues dentales a base de Cloruro de
cetilpiridinio (CPC) se vienen incorporando en mayor medida como parte de la higiene oral
diaria de las personas a raiz de la reciente enfermedad por coronavirus 2019 (COVID 19), ya
que se ha demostrado los beneficios frente a la infeccion por SARS COV-2, pero poco o nada
se dispone de informacion sobre los efectos de estos enjuagues bucales sobre la candidiasis

oral (Mufioz-Basagoiti, 2021).

1.1 Descripcion y formulacion del problema
La salud bucal es importante porque la boca es la puerta de entrada al cuerpo humano,
contribuye a la salud general de todas las personas y es un componente esencial de la calidad

de vida (Diaz-Reissner et al., 2017).



El desequilibrio de la microbiota en la cavidad oral facilita la aparicion de enfermedades
en los tejidos orales blandos y duros y es fundamento basico de la odontologia actual, ya que
la salud oral contribuye a la salud general y es un componente esencial de la calidad de vida.
El rol microbiano en el desarrollo de enfermedades bucodentales ha sido ampliamente descrito
en la literatura (Handschuh et al., 2020).

También los hongos pueden desempefiar un papel relevante en la aparicion de lesiones
cariosas. Se ha planteado la hipotesis de que Candida albicans, en particular, contribuye
significativamente a la patogenia de la caries, especialmente en nifios, adolescentes y adultos
jovenes, debido a su acidogenicidad, capacidad para formar hifas y secretar enzimas que
degradan la dentina (Klinke, 2009; Raja et al., 2010).

Ademas, Candida albicans es la levadura mas importante y prevalente en la mucosa
oral; se asocia a candidiasis oral, principalmente en individuos inmunocomprometidos. Las
lesiones producidas por Candida albicans pueden ser confundidas con otras lesiones de
etiologia diferente, por lo que su diagndstico debe ser preciso (Handschuh et al., 2020).

Se han realizado numerosos estudios sobre el género Candida en un intento de
encontrar opciones de tratamientos terapéuticos que pueden mejorar la calidad de vida del
paciente. Sin embargo, muchos aspectos atin deben ser descubierto (Rodriguez et al., 2002).

Una adecuada higiene bucal como el uso regular y correcto del cepillo de dientes, la
pasta de dientes y el enjuague bucal ayudan a prevenir las infecciones bucales. Siendo
demostrado mediante diversos estudios que la persistencia de las micosis se ve afectada por los
enjuagues bucales, siempre que contengan digluconato de clorhexidina (Paulone et al., 2017).

Sin embargo, actualmente se vienen comercializando una gran variedad de enjuagues
bucales ya que las empresas siempre estan buscando nuevas formulaciones con la intencion de

aumentar los beneficios terapéuticos sobre las demas, los efectos de muchos de estos nuevos



agentes aun no han sido estudiados como el cloruro de cetilpiridinio (CPC) sobre la Candida
albicans.

El objetivo de esta investigacion es comparar la actividad antifungica del enjuague
bucal a base de cloruro de cetilpiridinio con el enjuague a base de clorhexidina sobre la Candida
albicans ATCC 10231 a las 24, 48 y 72 horas, por lo cual se formula la siguiente pregunta:

(Cual es la diferencia en la actividad antifingica sobre Candida albicans ATCC 10231,

entre el enjuague a base de cloruro de cetilpiridinio con el enjuague a base de clorhexidina?

1.2 Antecedentes

Handschuh et al. (2020) en Chile realizaron un estudio con el objetivo de evaluar y
comparar la eficacia antifungica de seis enjuagues bucales comerciales frente a aislamientos
de C. albicans y R. mucilaginosa. Se utilizaron los enjuagues bucales formulados (solos o en
combinacion) con clorhexidina (CHX) 0,12%; CHX 0,1%; CHX 0,05%; cloruro de
cetilpiridinio (CPC) 0,075%; CPC 0,05% vy aceites esenciales. Fueron utilizados diez
aislamientos de C. albicans y otros diez de R. mucilaginosa. Mediante el método de difusion
en placa con agar Mueller Hinton (modificado) se midieron los halos de inhibicién previa
incubacion a 32 °C. Los resultados de este estudio indican que enjuagues bucales con CHX
0,1%; CHX 0,12%; CHX 0,05% + CPC 0,05%; CHX 0,12% + CPC 0,05% y CPC 0,075%
ejercen un efecto antifiingico frente a C. albicans y R. mucilaginosa. CHX 0,1% dio lugar a la
mayor zona de inhibicion para C. albicans y R. mucilaginosa (25,65 2,39 mm y 40,05 + 3,31
mm). El enjuague con aceites esenciales no tuvo actividad antifiingica alguna. El analisis
estadistico no mostré diferencia entre los enjuagues bucales CHX 0,1%; CHX 0,12% y CHX

0,12% + CPC 0,05% (p = 0,0001) frente a C. albicans y R. mucilaginosa. Llegando a la



conclusion de que los enjuagues bucales con CHX mostraron una mejor actividad antifiingica
contra C. albicans y R. mucilaginosa que los restantes enjuagues estudiados.

Barbosa et al. (2019) en Brasil realizaron un estudio con el objetivo de investigar la
actividad antifungica de 3 enjuagues bucales comerciales que contienen 0,12% de clorhexidina,
0,07% de cetilpiridinio o 0,075% de cetilpiridinio contra la levadura plancténica y sésil (modo
de biopelicula). Se aislaron cuarenta y tres levaduras Candida de 32 de 70 pacientes
seleccionados, y los factores de virulencia de las especies C. albicans, C. krusei, C. glabrata,
C. tropicalis y C. parapsilosis fueron investigados por la reaccion en cadena de la polimerasa
y proteinasa en placas. Concentracion minima inhibitoria (CMI), y el ensayo de biopelicula in
vitro evalud la actividad antifingica de antisépticos. C.albicans, C. krusei, C. glabrata, C.
tropicalis y C. parapsilosis se detectaron en mono y culturas mixtas. Solo C. albicans mostrd
genes relacionados con la adhesion y las proteinasas (ALS2, ALS3, SAP1 y SAP3). La
actividad aspartato proteinasa se encontr6 en el 60,46% de los aislamientos. Las formulaciones
antisépticas exhibieron una CMI inferior al 1,25% hacia las levaduras en el modo plancténico.
Segun el ensayo XTT ((2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -2H-tetrazolio-5-carboxanilida)
Como resultado, la mayoria de los aislados de Candida y todos los cultivos mixtos formaron
biopeliculas en 24 horas. Las formulaciones antisépticas también fueron activas contra las
biopeliculas. La mayoria de los factores de virulencia investigados aqui (ALS2, ALS3, SAP1
y SAP3) ocurrieron en la mayoria de Candida spp. aislados, especialmente en C. albicans. Las
formulaciones de enjuague bucal probadas fueron eficaces contra todos los aislados de levadura
en los modos de crecimiento planctonico y sésil.

Fu et al. (2014) realizaron un estudio con el objetivo de investigar la capacidad
antifingica de siete enjuagues bucales de venta libre contra Candida albicans y Candida

krusei. Los siete enjuagues bucales estudiados fueron Listerine®, solucion de clorhexidina



compuesta, solucion de povidona yodada (PV-I), cetilpiridinio solucién de cloruro, Colgate®
Plax, Crest® Prohealth y NaHCO3. La capacidad antifingica de cada enjuague bucal contra
ATCC 90028, ATCC 6258 y 10 aislados clinicos de Candida albicans se probaron mediante
pruebas de difusion de disco, el método de microdilucion en caldo y las pruebas de biopelicula
con dos ensayos de reduccion de XTT diferentes. Fluconazol se utilizé como control positivo,
y los experimentos se realizaron por triplicado. Como resultados se obtuvo que la clorhexidina
y cloruro de cetilpiridinio tenia las zonas de inhibicion mas grandes para ATCC 90028 y ATCC
6258 (18,6 3,5y 19 + 1,6 mm, respectivamente). El cloruro de cetilpiridinio fue el mas eficaz
en inhibiendo todas las cepas planctonicas de Candida albicans y ATCC 6258 con la
concentracion minima inhibitoria (CMI). A medida que aumentaba la madurez de las
biopeliculas, el cambio en la CMI de células sésiles de los enjuagues bucales fue mucho mas
pequefio que el del fluconazol. Para las biopeliculas maduras, clorhexidina, PV-1 y cloruro de
cetilpiridinio produjo las mayores reducciones en el metabolismo (60—80%). Dando como
conclusion que la mayoria de estos siete enjuagues bucales actividad antifingica significativa
para Candida albicans y Candida krusei.

Aroonrerk y Dhanesuan (2007) realizaron un estudio con el objetivo de determinar las
actividades inhibidoras de Candida de enjuagues bucales comerciales con varios ingredientes
activos: fluoruro (FLO), cloruro de cetilpiridinio (CPC), gluconato de clorhexidina (CHX),
triclosan (TRI) y extractos de hierbas: Twin Lotus (TLO) y Herbric concentrado (HBC). Las
actividades de Candida incluyeron el crecimiento, la formacién de tubos germinativos y la
adhesion de Candida albicans a mucosa bucal. Este estudio mostrd que los enjuagues bucales
TRI, TLO y CHX tenian efectos inhibidores del crecimiento de Candida albicans con la CMI
de 1/64, 1/64 y 1/32, respectivamente. Los enjuagues bucales CHX, TRI, TLO, HBC y CPC

tenian la capacidad de inhibir la adhesion de Candida albicans ATCC 10231 en



aproximadamente 85, 80, 70, 65 y 55%, respectivamente. Se inhibid la formacion de tubos
germinativos, o conversion micelial, de Candida albicans aproximadamente en un 90, 85 y
80% después del tratamiento con un 20% de enjuagues bucales que contienen CHX, TRI y
CPC, respectivamente. El enjuague bucal con fluoruro mostrd la mas débil de todas las
actividades inhibitorias. Llegando a la conclusion de que los enjuagues bucales con CHX y
triclosan eran efectivos en la reduccion de las actividades de candida oral.

Shrestha et al. (2011) con el objetivo de evaluar el efecto antiflingico de enjuagues
bucales que contienen clorhexidina y timol. Las actividades fungistaticas de clorhexidina y
timol que contienen los enjuagues bucales se evaluaron mediante la concentracién minima
inhibitoria (CMI) y la actividad fungicida se determindé mediante un ensayo de muerte por
tiempo. El enjuague bucal que contenia clorhexidina fue capaz de matar todas las cepas de
Candida albicans y Candida tropicalis en tiempos mas cortos en comparacion con el enjuague
bucal que contenia timol. La clorhexidina mostré6 una CMI de 1:32 para ambas especies de
Candida, mientras que Listerine respectivamente mostr6 CMI de 1:8 y 1:16 para C. albicans y
C. tropicalis. Los agentes antiflingicos utilizados en el estudio tuvieron buena actividad in vitro
contra las dos especies de candida. Los enjuagues bucales que contenian clorhexidina
mostraron actividades antifingicas y fungicidas superiores en comparacion con el enjuague
bucal que contenia timol. Ambos agentes antifungicos pueden sugerirse para su uso como
agentes antifungicos topicos.

Guerrero (2017) realizaron un estudio con el objetivo de evaluar el grado de efectividad
de los cuatro colutorios mas utilizados en el mercado sobre las bacterias mas comunes presentes
en protesis acrilicas, Candida albicans, Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans. Fue
un estudio experimental in vitro, para evaluar la efectividad de colutorios comerciales con los

siguientes principios activos: hexetidina (100mg), triclosan (90 ppm), clorhexidina (0,12%) y
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cloruro de cetilpiridinio (0,05g) a mas del control positivo con bicarbonato de sodio, en la
eliminacion de los microorganismos anteriormente citados. Se confeccionaron 120 cubos de
acrilico de termocurado de (25 x 25 x 3 mm) para el estudio. Cada microorganismo se sembrd
en un Erlenmeyer durante 24 horas, después de la inoculacion, cada cepa se coloco en cinco
Erlenmeyer (uno por grupo) en el que luego se introdujo un colutorio diferente durante 10
horas, se retir6 el exceso del colutorio de los cubos de acrilico para obtener la muestra que fue
colocada en cajas petri a fin de realizar el conteo de bacterias mediante microscopia como un
indicador del efecto inhibitorio de cada colutorio sobre las cepas estudiadas. Los datos
obtenidos se sometieron a analisis descriptivo e inferencial que permitio, comparar la cantidad
de colonias presentes, valorandolas de acuerdo a parametros establecidos por el especialista
microbidlogo a cargo. A partir de estas valoraciones se aplicaron pruebas no paramétricas de
chi cuadrado. Como resultado se obtuvo que el valor de la media frente a Staphylococcus
Aureus fue clorhexidina, seguido por hexetidina y luego bicarbonato. Frente a Streptococcus
Mutans el més exitoso fue hexetidina seguido por bicarbonato y luego clorhexidina.
Finalmente, frente a Candida albicans, tanto la clorhexidina como la hexetidina fueron muy
efectivas. En conclusion, todos los colutorios empleados sobre los cubos de acrilico fueron
eficientes siendo el triclosan el menos efectivo.

Sreenivasan et al. (2012) realizaron un estudio con el objetivo de evaluar la actividad
antimicrobiana de dos enjuagues bucales de cloruro de cetilpiridinio (CPC) al 0,05% con o sin
alcohol con un enjuague bucal de clorhexidina y un enjuague bucal con fluoruro sin CPC. Se
utilizaron dos enfoques diferentes para evaluar actividad antimicrobiana. Primero, la
concentracion minima inhibitoria (CMI) fue determinado para cada enjuague bucal frente a un
panel de 25 microorganismos que incluyen especies asociadas a caries dental, gingivitis y

periodontitis. Segundo, placa dental supragingival obtenida de 15 adultos se incubd con los



cuatro enjuagues bucales para evaluar la actividad antimicrobiana sobre microorganismos en
biopeliculas orales. Ambos enjuagues bucales CPC exhibieron CMI mas bajos, es decir, mayor
cantidad de actividad antimicrobianos contra bacterias gramnegativas orales, especialmente
patdgenos periodontales y especies implicadas en la halitosis como Aggregatibacter
actinomycemcomitans, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia y Solobacterium moorei que el enjuague bucal de control.
Pruebas ex vivo en los microorganismos de la placa supragingival demostraron una mayor
actividad antimicrobiana de los enjuagues bucales CPC (> 90% de muerte, P < 0,001) y el
enjuague con clorhexidina (> 98% de muerte, P <0,05) en comparaciéon con el fluoruro de
control enjuague bucal. Si bien el enjuague bucal de clorhexidina fue mas eficaz, los enjuagues
bucales conteniendo 0,05% de CPC formulado con o sin alcohol de amplio espectro
demostrado actividad antimicrobiana contra cepas de laboratorio y placa bacteriana
supragingivales en comparacion con un enjuague bucal de control sin CPC.

LeBel et al. (2020) en Canada realizaron un estudio con el objetivo de evaluar la
actividad antimicrobiana contra patdogenos orales importantes asociados con caries dental,
enfermedad periodontal y candidiasis de los enjuagues bucales a base de cloruro de
cetilpiridinio (CPC) que contienen fluoruro de sodio y xilitol (X-PUR Opti-Rinse 0,05% NaF
y X-PUR Opti-Rinse 0,2% NaF). La actividad antimicrobiana se determiné mediante un ensayo
de difusion en disco, un ensayo de dilucion en microplacas y los protocolos estandar europeos
para antisépticos. Las propiedades microbicidas se evaluaron frente a cultivos planctonicos y
de biopeliculas. Se utilizo un modelo de células epiteliales orales para evaluar la
biocompatibilidad de los enjuagues bucales y su capacidad para atenuar la secrecion de
citocinas. Se encontrd que los enjuagues bucales basados en CPC eran altamente activos contra

los microorganismos probados. Mas especificamente, los enjuagues bucales cumplieron con la
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norma europea NF EN 1040 y NF EN 1275 definida como una reduccién logl0 >5 (=99,999%
de muerte) para las bacterias y una reduccion de logl0 > 4 (>99,99% de muerte) para los
hongos, respectivamente. Los enjuagues bucales basados en CPC también fueron bactericidas
contra las biopeliculas de S. mutans, S. sobrinus y P. gingivalis. Dando como conclusion que
los enjuagues bucales a base de CPC suplementados con fluoruro de sodio (0,05% o 0,2%) y

xilitol (10%) fueron altamente activos contra patdgenos orales importantes.

1.3 Objetivos

- Objetivo general
- Comparar la actividad antifingica del enjuague bucal a base de cloruro de

cetilpiridinio con el enjuague bucal a base de clorhexidina sobre la Candida albicans

ATCC 10231 a las 24, 48 y 72 horas.

- Objetivos especificos

- Comparar los valores de los diametros de los halos de inhibicion del enjuague bucal a
base de cloruro de cetilpiridinio sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 24, 48
y 72 horas.

- Comparar de los valores de los diametros de los halos de inhibicion del enjuague bucal
a base de clorhexidina sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 24, 48 y 72 horas.

- Comparar los valores de la actividad antifungica del enjuague bucal a base de cloruro
de cetilpiridinio con el enjuague bucal a base de clorhexidina sobre la Candida

albicans ATCC 10231 a las 24 horas.
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- Comparar los valores de la actividad antifungica del enjuague bucal a base de cloruro
de cetilpiridinio con el enjuague bucal a base de clorhexidina sobre la Candida
albicans ATCC 10231 a las 48 horas.

- Comparar los valores de la actividad antifungica del enjuague bucal a base de cloruro
de cetilpiridinio con el enjuague bucal a base de clorhexidina sobre la Candida

albicans ATCC 10231 a las 72 horas.

1.4 Justificacion

Debido a que existen estudios que se han enfocado en la actividad antifungica de
diversos tipos de tratamiento de la candidiasis oral, los resultados del presente trabajo de
investigacion permitiran aumentar la evidencia cientifica de una posible alternativa de
tratamiento basada en enjuagues bucales a base de Cloruro de Cetilpiridinio frente a la Candida

albicans.

La divulgacion de los resultados de esta investigacion informara a la comunidad sobre
los nuevos enjuagues bucales que tienen actividad antifingica y que podrian ser mas aceptables
por su facilidad de administracion al ser de uso tdpico y de sabor agradable en los pacientes

que sean propensos a una candidiasis bucal.

El enjuague bucal a base de Cloruro de Cetilpiridinio es una alternativa que cobra
relevancia especialmente en pacientes en los cuales el sistema inmunologico esta
comprometido por diversos motivos como trasplantes de 6érganos, patologias infecciosas, etc.,
lo que los hace mas propensos a enfermedades oportunistas como la candidiasis, es asi que en
la atencion odontologica también se deben identificar estos riesgos y brindar un tratamiento

preventivo con los agentes que actualmente tenemos en nuestro medio.
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1.5 Hipaotesis
Existe diferencia entre la actividad antifingica del enjuague bucal a base de cloruro de
cetilpiridinio y el enjuague bucal a base de clorhexidina sobre la Candida albicans ATCC

10231 a las 24, 48 y 72 horas.
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II. MARCO TEORICO
2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion

2.1.1 Candida albicans

Es un microorganismo comensal del ser humano que habita en el tracto gastrointestinal,
mucosa oral y vaginal de la mayoria de las personas sanas. En ocasiones se comporta como un
patdégeno oportunista, causando asi infecciones conocida como candidiasis mucosas

sintomaticas (Edwards, 1991).

Candida albicans es la especie mas relevante por producir infecciones orales,

comprende entre el 60 % y 70 % de los aislamientos de la cavidad oral (Abaci, 2011).

Se caracteriza por desarrollarse en varias formas de células, las de levadura y las formas
filamentosas (pseudohifas e hifas). Los filamentos son distintos de las células en forma de
levadura en la estructura de la pared celular, proteinas de la pared celular, programas de

transcripcion y reconocimiento / interaccion con el sistema inmunologico (Edwards, 1991).

Por modelos ex vivo de candidiasis, se ha demostrado que la forma hifal del hongo
causa mas dano tisular que la forma de levadura, ya que otorga a los hongos la capacidad para
adherirse a las superficies epiteliales, formar biopeliculas, provocar proinflamatorios,
produccion de citocinas y evita la fagocitosis y / o la muerte intracelular (Jayatilake et al.,

20006).

Entre varios mecanismos, la hidrofobicidad de la superficie celular juega un papel
importante en la adhesion de Candida albicans a superficies inertes. Esta capacidad de
adhesion es uno de los principales factores predisponentes a las infecciones orales, en los

materiales abioticos como la base acrilica para dentaduras postizas, aparatos de ortodoncia
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metalicos y superficies de restauraciones dentales que estan presentes dentro de la cavidad oral
(He et al., 2006; Higg et al., 2004; Biirger et al., 2009).

Candida albicans no solo es capaz de unirse a materiales inertes, sino que también
puede unirse a superficies bidticas de la cavidad bucal (epitelio de la mucosa y superficie de
los dientes mediante mecanismos adicionales, como interacciones entre receptores epiteliales
y adhesinas de Candida (Moyes et al., 2015).

Candida spp. tienen la capacidad de adherirse y formar una espesa de Matriz
extracelular con multiples capas sobre superficies poliméricas, donde se desarrollan
comunidades de biofilms (Souza et al., 2009).

Estas comunidades brindan proteccion contra el estrés ambiental, resistencia
antimicrobianos, cooperacion metabolica y regulacion de la expresion génica (Schaller et al.,
2002).

La higiene puede conducir a la acumulacion de biopeliculas que no es compatible con
la salud de una persona. Las biopeliculas juegan un papel relevante en las enfermedades
humanas porque las infecciones flingicas culminan en una alta mortalidad y la presencia de
biopeliculas complica atin mas el diagnoéstico y hace que el tratamiento clinico dificil

(Flemming y Wingender, 2010).

2.1.2 Infeccion por Candida albicans

Las células epiteliales producen una variedad de citocinas en respuesta a la infeccién
por Candida, que incluyen Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), Factor
estimulante de colonias de macréfagos de granulocitos (GM-CSF), interleucina-1a (IL-1a),

interleucina-1p (IL-1PB) e interleucina-6 (IL-6), asi como las quimiocinas reguladas en la


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=H%C3%A4gg+U&cauthor_id=15650072
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=B%C3%BCrgers+R&cauthor_id=18810508
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activacion, células T normales expresadas y secretadas (RANTES), interleucina-8 (IL-8) y

proteina inflamatoria de macréofagos 3o (MIP3a) (Schaller et al., 2002).

La candidiasis oral-faringea, principalmente es asociada con especies de Candida
albicans. Asociandose con los pacientes con SIDA, donde se considera un marcador del
desarrollo de la enfermedad en pacientes con VIH. También se asocia a menudo con el cancer
oral, puede desarrollarse en personas que usan protesis dentales (especialmente en personas
mayores), y con frecuencia afecta a pacientes diabéticos, asi como a pacientes terminales que

no producen suficiente saliva (Kim y Sudbery, 2011).

2.1.3 Enjuagues bucales

Los enjuagues bucales son soluciones ampliamente utilizadas para enjuagar la boca,
especialmente antes de la cirugia oral, debido a su capacidad para reducir el nimero de
microorganismos en la cavidad bucal y unidades formadoras de colonias en aerosoles dentales

(Kosutic et al., 2009).

En la década de 1880, Willoughby D. Miller (dentista capacitado en microbiologia) fue
el primero en sugerir el uso de un enjuague bucal antimicrobiano que contenga compuestos

fenolicos para combatir inflamacién (Jackson, 2000).

En las ultimas décadas, el uso de enjuagues bucales se ha convertido en habitual,
generalmente después del control mecanico de la biopelicula de placa. Los enjuagues bucales
son un vehiculo ideal en el que incorporar productos quimicos y es apreciado por el publico
por su facilidad de uso, reduccion de biopelicula de placa y efecto de refrescante aliento

(Moran, 2000).
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2.1.3.1 Clorhexidina. Es un antiséptico de amplio espectro que actiia contra bacterias
Gram positivas y Gram negativas, aerobios, anaerobios facultativos y hongos aumentando la
permeabilidad de la pared celular bacteriana, causando su lisis, siendo utilizado en odontologia

para reducir la placa dental y tratar la enfermedad periodontal (Milstone et al., 2008).

La evidencia también indica un efecto in vitro contra virus desarrollados en lipidos
como influenza A, para influenza, herpes virus 1, citomegalovirus y hepatitis B (Bernstein et
al., 1990).

La clorhexidina tiene gran afinidad por las superficies dentarias y tisulares y ello sirve
como depdsito incluso después del enjuague o la irrigacion con el agente. Debido a su alta
sustantividad se considera el «gold standard» de los antisépticos (Enrile y Santos-Alemany,
2005).

Sin embargo, realizar enjuagues mas duraderos con un producto que contenga la
clorhexidina puede causar decoloracion de los dientes y lengua, aumento de la formacion de
sarro, transitorios cambios en el sentido del gusto y alteracion de la flora bucal. Es por eso que
se recomiendan utilizar a largo plazo los aceites esenciales en lugar de la clorhexidina (Charles

et al., 2004).

A) Mecanismo de accion. La clorhexidina es una base fuerte dicatidonica a pH superior
a 3,5 con dos cargas positivas en cada extremo del puente de hexametileno, la que la hace
extremadamente interactiva con los aniones, lo que genera eficacia, seguridad, efectos
secundarios locales y dificultad para formularla en productos. Suele mantenerse mas estable en
forma de sal y la preparacion mas comun es la sal de digluconato por su alta solubilidad en

agua (Fardai y Tumbull, 1986).
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Se une a la membrana celular bacteriana, produciendo a bajas concentraciones aumento
de la permeabilidad con filtracion de componentes intracelulares incluido el potasio (efecto
bacteriostatico), y en altas concentraciones produce la precipitacion del citoplasma bacteriano
y muerte celular (efecto bactericida). En boca se adsorbe rapidamente a las superficies,
incluidos los dientes con pelicula adquirida, proteinas salivales y a la hidroxiapatita,
liberandose gradualmente en 8-12 horas en su forma activa. Después de 24 horas atn pueden
recuperarse concentraciones bajas de clorhexidina, lo que evita la colonizacién bacteriana

durante ese tiempo (Bascones y Morante, 2000).

Su pH 6ptimo se encuentra entre 5,5 y 7 y es en funcion del pH que ejerce su accion
frente a diferentes bacterias. Con un pH entre 5,0 y 8,0 es activa frente a bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas (Milstone et al., 2008).

El desarrollo de resistencias es muy escaso. En un periodo de 2 afios no se desarrollan
resistencias ni presencia de oportunistas o efectos adversos en la cavidad oral (Bascones y

Morante, 2006).

B) Concentraciones. La clorhexidina suele presentarse en dos concentraciones, al
0,12% y al 0,2%, se recomienda realizar un buche con 10 ml de producto a una concentracién
del 0,2% y de 15 ml al 0,12%, esto es debido a la dosis total de clorhexidina ya que 10 ml al
0,2 % libera 20 mg y 15 ml al 0,12% libera 18 mg, observandose que los resultados con ambas

formulaciones son igual de efectivos (Bascones y Morante, 2006).

Las formulaciones de distintos enjuagues antisépticos se desarrollaron inicialmente en
soluciones alcoholicas. Las tultimas investigaciones van encaminadas a conseguir una

formulacion de clorhexidina en medio no alcohdlico igual de efectiva que la formulacion de la
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misma en solucion alcohdlica. Como se ha conseguido una combinacion de clorhexidina al
0,12% sin alcohol a la que se afiade cetilpiridinio al 0,5% (nueva formulacién de Perio Aid),
resultando igual de efectiva en el control de la formacion de nueva placa que clorhexidina con
alcohol al 0,12% (Perio Aid) y que clorhexidina con alcohol al 0,2% (Corsodyl) (Van

Strydonck, 2004).

C) Toxicidad y efectos secundarios. No se ha descrito toxicidad sistémica por
aplicacion topica o ingestion, ni hay evidencias de teratogenia en el modelo animal. Sin
embargo, se han descrito en muy raras ocasiones ciertas sensibilizaciones al firmaco lo mismo
que los efectos colaterales sistémicos por la ingestion del compuesto (Bascones y Morante,

2006).

2.1.3.2 Cloruro del cetilpiridinio (CPC). Es un compuesto de amonio cuaternario
monocatidnico que consiste en nitrogeno cuaternario conectado con una o mas cadenas
laterales hidrofobicas, cuyo uso es seguro para uso en humanos. Su actividad antimicrobiana
se correlaciona con la hidrofobicidad de la cadena lateral y muestra un efecto maximo si la

cadena alquilica contiene de 12 a 16 atomos de carbono (Maris, 1995).

Se ha utilizado CPC 0,05% para reducir la placa dental y la gingivitis como alternativa
en pacientes que desarrollan irritacion de las mucosas y manchas relacionadas con CHX

(Gerba, 2015; Silva et al., 2009).

También se ha demostrado el efecto antiviral de la CPC en pacientes con influenza,
reduciendo significativamente la duracion y la gravedad de la tos y el dolor de garganta (Feres

et al., 2010).
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A) Mecanismo de accion. La membrana bacteriana lleva una carga negativa natural
debido a su composicion de acido lipoteicoico (LTA; Gram-positivo) o lipopolisacéridos (LPS;
Gram-negativo), respectivamente, y los fosfolipidos de la propia membrana de bicapa lipidica,
neutralizados por contraiones como el Mg? “y Ca2 *. Esto plantea un posible punto de
interaccion de los compuestos de amonio cuaternario cargados positivamente con las bacterias
al sustituir inicialmente estos iones, en el caso de CPC, con un ion piridina cargado
positivamente. La cola de hexadecano se integra a la membrana lipidica y la desorganiza

(Gilbert y Moore, 2005).

A bajas concentraciones, el CPC afecta a la célula interfiriendo con su osmorregulacion
y su homeostasis, lo que se demuestra de manera medible por la fuga de K"y pentosa en
Saccharomyces cerevisiae, que podria iniciar la autolisis por activacion de ribonucleasas
latentes intracelulares. A altas concentraciones, la CPC conduce a la desintegracion de las
membranas con fuga de contenido citoplasmatico. Las consecuencias son el dafio de las
proteinas y los acidos nucleicos, asi como la lisis de la pared celular por enzimas autoliticas

(Denyer y Stewart, 1998).

A diferencia de las bacterias Gram-positivas con una composicion bastante simple de
la pared celular, las bacterias Gram-negativas tienen una composicion mas compleja de la pared
celular, con una membrana externa y un periplasma que suele representar un obstaculo para la
penetracion de compuestos con un peso molecular superior a 600 Da. Dado que la masa
molecular de CPC es de 339 Da, también es activa frente a bacterias Gram-negativas. Ademas,
los compuestos de amonio cuaternario en general mejoran su eficacia antimicrobiana en
bacterias Gram-negativas al aumentar automaticamente su tasa de entrada a través de la pared

celular dafiada (McDonnell y Russell, 1999).
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Por lo tanto, la susceptibilidad a la CPC es independiente de la cantidad de CPC unida
por las bacterias, como ya se demostré en 1975 para Escherichia coli. Las propiedades
tensioactivas de los compuestos de amonio cuaternario como el CPC mejoran ain mas su
eficacia a nivel macrobiologico, ya que pueden cubrir superficies irregulares de manera

uniforme (Mao et al., 2020).

B) Concentraciones. Los productos de Cloruro del Cetilpiridinio estan altamente
recomendados y de fécil acceso en el mercado, formulados como unico compuesto activo en
diferentes concentraciones, pero también en combinacion con otros compuestos activos, siendo
de especial relevancia la formulacion de 0,05% junto con clorhexidina al 0,12%, que ha
mostrado un importante impacto microbioldgico como enjuague unico o con un uso de 2
semanas, y también la encontramos en concentraciones de 0,05% evaluado durante 6 meses o

como 0,03% evaluado durante 1 afo (Gerba, 2015).
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III. METODO

3.1 Tipo de investigacion

Experimental, longitudinal, comparativo y prospectivo.

3.2 Ambito temporal y espacial
Laboratorio de Analisis de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos, en enero del afio 2022.

3.3 Variables
Variable dependiente

e Efecto antifungico: halos de inhibicion
Variable independiente

e Enjuague a base de cloruro del cetilpiridinio.

e Enjuague a base de clorhexidina.

Operacionalizacion de variables

Variables Definicion Indicador  Escala Valores
Efecto Capacidad que presenta Medicion Razon 0-X mm
antifungico una sustancia o farmaco del halo de

para inhibir y/o inhibicion.

producir la muerte de

un hongo.
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Enjuague Soluciones liquidas, Sustancia Nominal - Enjuague
bucal a base acuosas o con efecto bucal a base
de cloruro de  hidroalcoholicas, que ¢ antifungico de CPC
cetilpiridinio  ontienen principios 0,07% (Vitis
activos similares a los CPC Protect)

de los dentifricos y en

base a Cloruro

cetilpiridimio.
Enjuague Soluciones liquidas, Sustancia Nominal -Enjuague
bucal a base acuosas o con efecto bucal a base
de hidroalcohdlicas, que ¢ antifungico de
clorhexidina ontienen principios chlorhexidina
activos similares a los Digluconato
de los dentifricos y en 0,12%
base a clorhexidina. (Periogard)

3.4 Poblacion y muestra

La poblacion fueron todas las placas petri con cultivo de Candida albicans.

La muestra para cada grupo de evaluacién fue constituida segin la féormula para

comparar medias y datos de un estudio piloto.

(Zo + Z5)". (252)
n= 7

Donde:
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o = Probabilidad de cometer un error tipo I

B = Probabilidad de cometer un error tipo II

Zy=1,96 (95%)

Zs =1, 28 (90%)

s = desviacion estandar

d = diferencia

(1,96 + 1,28)%(2)(6.67)*
B (5)2

(10,4976)(2)(44,4889)
n= 25

n = 37,36

3.5 Instrumentos

= Ficha de recoleccion de datos (Anexo B)

3.6 Procedimientos

3.6.1 Preparacion de materiales

- Las placas Petri se envolvieron en papel craft y se esterilizaron por calor seco en una

estufa a 180°C por 2 horas.



24

- Las puntas para las micropipetas, los viales de vidrio y los tubos con tapa rosca se

esterilizaron con calor himedo en autoclave a 121°C y 15 lb/pg2 durante 15 minutos.

3.6.2 Preparacion de los medios de cultivo

- Se prepard 20ml de caldo Sabouraud segun las instrucciones del fabricante (30 gramos

para 1 litro de agua destilada) en dos tubos de ensayo y se esterilizé en autoclave.

- Se prepard 100ml de agar Sabouraud segun las instrucciones del fabricante (65 gramos
para 1 litro de agua destilada) en un frasco de vidrio y se esterilizo en autoclave. El agar ya

esterilizado se enfri6 en bano Maria a 45-50°C y se vertio en placas Petri estériles.

- Se preparé 200 ml de agar Mueller Hinton en un frasco de vidrio de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (34 gramos para 1 litro de agua destilada). Se autoclavo el agar a
121°C y 15 Ib/pg2 durante 15 minutos. Inmediatamente después de autoclavar se llevé a Bafio
Maria a 45 - 50°C. Una vez temperado se vertio el preparado fresco y tibio a placas Petri de
vidrio estériles, para dar un fondo uniforme de aproximadamente 4 mm, esto corresponde a 25-
30 ml para placas de 90 mm de diametro. El agar ya plaqueado se dejo solidificar a temperatura
ambiente. El pH de cada lote de agar Mueller Hinton tuvo un pH entre 7,0-7,6. Esta medicion

se realizo sumergiendo el bulbo del electrodo del potenciometro en el agar antes de autoclavar.

- Se prepard 100ml de suero fisiologico estéril, para ello se pesé 900 mg de cloruro de
sodio grado bacteriologico y se completd con agua destilada hasta un volumen de 10ml, se

esterilizo en autoclave. Luego se afadi6 voliumenes de 10ml a 4 tubos estériles.

3.6.3. Activacion de la cepa

- Las cepas se encontraban refrigeradas entre 4-8°C en placas con agar Sabouraud
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- Para cada cepa se tomo una colonia con el asa bacterioldgica y se sembr6 en tubos

con caldo Sabouraud estéril y se llevo a la incubadora a 37°C por 24 horas.

- La turbidez demostr6 el crecimiento de las cepas. Se sembr6 del caldo Sabouraud a

placas con agar Sabouraud. Se llevo a la incubadora a 37°C por 24 horas.

3.6.4 Preparacion de la muestra
Los enjuagues bucales se utilizaron de forma directa, por lo que no hubo diluciones.
- PerioGard
- VITIS CPC Protect

3.6.5 Preparacion del inéculo

- A partir de colonias puras de los microorganismo Candida albicans se tomd una cierta
cantidad de colonias y se diluyd en tubos de ensayo conteniendo 10 ml de suero fisiologico
estéril (cloruro de sodio 0,9%) de tal manera que la soluciones resultantes tuvieron una turbidez
correspondiente al tubo N°1 de la escala de MacFarland (escala turbidimétrica que consiste en
una serie de tubos con turbidez creciente que permite hallar la concentracion aproximada de

una solucién bacteriana) el cual corresponde a una concentracién de 3x10® ufc/ml.

- A partir de esta solucion se realizo diluciones de 1 en 3, para ello de estas soluciones
preparadas se tom6 3 ml y se diluyeron a un volumen total de 9 ml. con suero fisiologico. Las

soluciones resultantes tuvieron una concentracion de 1x10% ufc/ml.

- Luego de ello se tomd 100 pL y se diluyeron a un volumen total de 10 ml. con suero
fisioldgico en tubos con tapa rosca, todos los materiales usados deben ser estériles y también

el area de trabajo. Las soluciones resultantes tuvieron una concentracion de 1x10° ufc/ml.
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3.6.6 Inoculacion de las placas

- Se agregd 100 pL de cada indculo bacteriano preparado (1x10° ufc/ml) a 5 placas con
agar Mueller Hinton y con la ayuda de una espatula de Drigalsky se esparcieron los indculos
por todas las placas de tal manera que se obtenga un crecimiento homogéneo, para lo cual se
deslizo el asa en la placa en forma paralela y bien compacta abarcando toda la superficie de la

misma. Luego se repitio el procedimiento rotando la placa 60° en dos oportunidades mas.

- Deben extremarse los cuidados en sembrar las placas de borde a borde, porque de lo
contrario puede haber problemas en la realizacion de las lecturas. Se dejé secar 3 a 5 minutos

antes de hacer los pocillos.

3.6.6 Formacion de los pocillos

- Se esterilizo el sacabocados con alcohol y se flamed en el mechero, luego con

mucho cuidado se hizo los pocillos, se hizo 4 por cada placa.

- Los pocillos estuvieron a més de 15 mm del borde de la placa y deben distribuirse de

tal manera que no haya superposicion de los halos de inhibicion.

3.6.7 Sembrado de las muestras y controles

- Se uso 5 placas para las muestras de enjuagues bucales y controles, 1 pocilllos para

1 muestra y 2 pocillos para los controles positivos y negativos en cada placa.

- Como muestras se trabajé con Vitis CPC. En 37 placas se sembr6 40 pL.

- Como control negativo se usé NaCl 0.9%. En 37 placas se sembro6 40 pL.

- Como control positivo se us6 Periogard. En 37 placas se sembr6 40 pL.
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3.6.8 Incubacion

- Las 5 placas de las muestras y los controles se llevaron a una incubadora a 37°C

durante 24 horas.

3.6.9 Medicion de halos

Después de 24, 48 y 72 horas de incubacion, cada placa fue examinada. Las zonas de
inhibicion resultantes deben ser uniformemente circulares en una capa homogénea de
crecimiento bacteriano. Los didmetros de la zona de inhibicidon completa se midieron en
milimetros pasando por el centro de cada pocillo. La medicion se realizé por triplicado para
cada pocillo con un vernier digital que mide hasta centésima de milimetro. Los valores de las
mediciones por triplicado se promediaron y se redondearon para reportarlo como un niimero

natural.

Los resultados obtenidos fueron registrados en la ficha de recoleccion de datos.

3.7 Analisis de datos

Los datos fueron procesados y analizados mediante el programa SPSS version 24. Para
el analisis univariado, se procedid a obtener el valor minimo, valor maximo, media y desviacion
estandar. Para conocer si los datos presentaron distribuciéon normal se utilizo la prueba de
Shapiro-Wilk. Se utiliz6 la prueba estadistica del analisis de varianza para medidas repetidas
para comparar cada grupo en los diferentes tiempos de medicion y la prueba post hoc de
Bonferroni; y la prueba de U de Mann Whitney para la comparacion de ambos grupos. Se

considerd un nivel de significancia del 0,05. Los resultados son presentados en tablas y figuras.
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V. RESULTADOS
Este estudio fue realizado cultivos de Candida albicans ATCC 10231, en los cuales se
observo la actividad antifingica del enjuague bucal a base de cloruro de cetilpiridinio con el

enjuague bucal a base de clorhexidina.

Tabla 1

Comparacion de los valores de los diametros de los halos de inhibicion del enjuague bucal a

base de cloruro de cetilpiridinio sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 24, 48 y 72

horas
Enjuague buccal 24 horas 48 horas 72 horas p*
Media DS media DS media DS
Cloruro de Cetilpiridinio 26,01 4,05 23,88 4,49 2270 4,49 0,000

Fuente: base de datos

*Prueba ANOVA de medidas repetidas
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Figura 1
Comparacion de los valores de los diametros de los halos de inhibicion del enjuague bucal a
base de Cloruro de Cetilpiridinio sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 24, 48 y 72

horas
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Nota. El enjuague bucal a base de Cloruro de Cetilpiridinio presentd halos de inhibicion con
una media de 26,01 = 4,05 mm a las 24 horas, 23,88 + 4,49 mm a las 48 horas y 22,70 + 4,49
mm a las 72 horas. Se encontr6 diferencias estadisticamente significativas (p=0,000) al

comparar los didmetros de los halos de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas.
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Tabla 2
Comparacion de forma multiple los valores de los diametros de los halos de inhibicion del
enjuague bucal a base de Cloruro de Cetilpiridinio sobre la Candida albicans ATCC 10231 a

las 24, 48 y 72 horas

p*
24 horas 48 horas 0,000

72 horas 0,000
48 horas 72 horas 0,000

Fuente: base de datos

*Prueba de Bonferroni

Nota. Se encontr6 diferencias estadisticamente significativas al comparar los didmetros de los
halos de inhibicion a las 24 horas y 48 horas (p = 0,000); a las 24 horas y 72 horas (p = 0,000);

y a las 48 horas y 72 horas (p = 0,000).

Tabla 3
Comparacion de los valores de los diametros de los halos de inhibicion del enjuague bucal a

base de Clorhexidina sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 24, 48 y 72 horas

Enjuague buccal 24 horas 48 horas 72 horas p*

media DS media DS media DS

Clorhexidina 61,97 7,09 56,45 797 53,16 8,08 0,000

Fuente: base de datos

*Prueba ANOVA de medidas repetidas
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Figura 2
Comparacion de los valores de los diametros de los halos de inhibicion del enjuague bucal a

base de Clorhexidina sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 24, 48 y 72 horas
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Nota. El enjuague bucal a base de clorhexidina present6 halos de inhibicion con una media de
61,97 = 7,09 mm a las 24 horas, 56,45 £7,97 mm a las 48 horas y 53,16 + 8,08 mm a las 72
horas. Se encontrd diferencias estadisticamente significativas (p=0,000) al comparar los

diametros de los halos de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas.
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Tabla 4
Comparacion de forma multiple los valores de los diametros de los halos de inhibicion del

enjuague bucal a base de Clorhexidina sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 24, 48 y

72 horas
p*
24 horas 48 horas 0,000
72 horas 0,000
48 horas 72 horas 0,000

Fuente: base de datos

*Prueba de Bonferroni

Nota. Se encontr6 diferencias estadisticamente significativas al comparar los didmetros de los
halos de inhibicién a las 24 horas y 48 horas (p=0,000); a las 24 horas y 72 horas (p=0,000); y

a las 48 horas y 72 horas (p=0,000).

Tabla 5
Actividad antifungica del enjuague bucal a base de cloruro de Cetilpiridinio con el enjuague

bucal a base de clorhexidina sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 24 horas

Enjuagues n  Minimo Maiéximo Media Desviacion estandar  p*
Cloruro de Cetilpiridinio 37 22,82 32,21 26,01 4,05 0,000
Clorhexidina 37 42,24 72,94 61,97 7,09

Fuente: base de datos

*Prueba U Mann Whitney
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Figura 3
Valores de la actividad antifungica del enjuague bucal a base de cloruro de Cetilpiridinio con

el enjuague bucal a base de Clorhexidina sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 24

horas
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Nota. El enjuague bucal a base de cloruro de Cetilpiridinio present6 halos de inhibiciéon con
una media de 26,01 mm, y el enjuague bucal a base de clorhexidina present6 halos de inhibicion
con una media de 61,97 mm, lo que constituye una mayor actividad antifingica de este tltimo,

siendo la diferencia entre estos valores estadisticamente significativa p = 0,000 a las 24 horas.
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Tabla 6
Actividad antifungica del enjuague bucal a base de cloruro de Cetilpiridinio con el enjuague

bucal a base de clorhexidina sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 48 horas

Enjuagues bucales n  Minimo Miéximo Media Desviacion estaindar  p*
Cloruro de Cetilpiridinio 37 20,72 31,60 23,88 4,49 0,000
Clorhexidina 37 38,41 70,62 56,45 7,97

Fuente: base de datos

*Prueba U Mann Whitney

Figura 4
Valores de la actividad antifungica del enjuague bucal a base de Cloruro de Cetilpiridinio
con el enjuague bucal a base de clorhexidina sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las

48 horas
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Nota. El enjuague bucal a base de Cloruro de Cetilpiridinio presentd halos de inhibicion con
una media de 23,88 + 4,49 mm, y el enjuague a base de Clorhexidina presenté halos de
inhibiciéon con una media de 56,45 £ 7,97 mm, lo que constituye una mayor actividad
antifingica de este ultimo, siendo la diferencia entre estos valores estadisticamente

significativa p = 0,000 a las 48 horas.
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Tabla 7
Actividad antifungica del enjuague bucal a base de cloruro de Cetilpiridinio con el enjuague

bucal a base de clorhexidina sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 72 horas

Enjuagues bucales n  Minimo Maximo media Desviacion estandar  p*
Cloruro de Cetilpiridinio 37 20,42 31,16 22,70 4,17 0,000
Clorhexidina 37 36,79 69,80 53,16 8,08

Fuente: base de datos

*Prueba U Mann Whitney

Figura 5
Valores de la actividad antifungica del enjuague bucal a base de Cloruro de Cetilpiridinio con

el enjuague bucal a base de Clorhexidina sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 72

horas

0,000

40,000

horas72

20,000

,00

T T
clorhexidina cetilpiricinio



37

Nota. El enjuague bucal a base de Cloruro de Cetilpiridinio presentd halos de inhibicion con
una media de 22,70 + 4,17 mm, y el enjuague bucal a base de Clorhexidina present6 halos de
inhibiciéon con una media de 53,16 £ 8,08 mm, lo que constituye una mayor actividad
antifingica de este ultimo, siendo la diferencia entre estos valores estadisticamente

significativa p = 0,000 a las 72 horas.
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V.  DISCUSION DE RESULTADOS

En los ultimos afios los enjuagues bucales se vienen usando con fines cosméticos y
medicinales ya que han ido incorporando dentro de sus componentes agentes antimicoticos y
antimicrobianos que han surgido como una alternativa Util en el tratamiento de las patologias
orales, como es el caso del enjuague bucal de Cloruro de Cetilpiridinio, el cual, se viene usando
en distintas concentraciones para reducir la placa dental y la gingivitis (Gerba, 2015; Silva et
al., 2009). Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue comparar la actividad antifingica
del enjuague bucal a base de cloruro de cetilpiridinio con el enjuague bucal a base de

clorhexidina sobre la Candida albicans ATCC 10231 a las 24, 48 y 72 horas.

Los resultados del presente estudio reportan que el enjuague bucal a base de Cloruro de
Cetilpiridinio al 0,07% muestra halos de inhibicion con una media de 26,01 £+ 4,05 mm a las
24 horas, 23,88 + 4,49 mm a las 48 horas y 22,70 + 4,49 mm a las 72 horas frente a Candida
albicans ATCC 10231, encontrandose diferencias estadisticamente significativas al comparar
estos didmetros de los halos de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas. Estos resultados coinciden
con lo obtenido por Handschuh et al. (2020) y Fu et al. (2014), quienes encontraron actividad
antifungica contra Candida albicans a las 48 horas, utilizando enjuagues de cloruro de
cetilpiridinio al 0,075% y 0,1% respectivamente. Esto probablemente se deba a que en estas
investigaciones se han utilizado concentraciones similares de cloruro de cetilpiridinio y la
misma metodologia en la ejecucion, es asi que se evidencian las propiedades del cloruro de
cetilpiridinio no solo como antiviral, sino como un antimicrobiano de potencial antifingico por
tal motivo se viene utilizando actualmente para reducir la placa dental y la gingivitis como
alternativa en pacientes que desarrollan irritacion de las mucosas (Gerba, 2015; Silva et al.,

2009).
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A si mismo los resultados del presente estudio muestran que el enjuague bucal a base
de clorhexidina al 0,12% generd halos de inhibicién con una media de 61,97 £ 7,09 mm a las
24 horas, 56,45 7,97 mm a las 48 horas y 53,16 + 8,08 mm a las 72 horas, encontrandose
diferencias estadisticamente significativas al comparar estos didmetros de los halos de
inhibicion a las 24, 48 y 72 horas. Estos resultados coinciden con los estudios de Handschuh et
al. (2020), Fu et al. (2014), Aroonrerk y Dhanesuan (2007), Shrestha et al. (2011) y Sreenivasan
et al. (2012) en los cuales también se encontrd actividad antifiingica de este enjuague en las
diferentes marcas y concentraciones de enjuagues bucales, esto puede deberse a que la
clorhexidina hasta el momento sigue siendo uno de los mejores antisépticos con propiedades
antimicrobianos, antifungico, y antivirales, que actia aumentando la permeabilidad de la pared
celular bacteriana, causando su lisis de amplio espectro por lo cual atin se viene utilizado en
odontologia con mucha frecuencia para reducir la placa dental y tratar la enfermedad

periodontal.

De manera similar, el enjuague bucal a base de Cloruro de Cetilpiridinio presenté halos
de inhibicion de menor media que el enjuague bucal a base de Clorhexidina, lo que constituye
una mayor actividad antifingica de este ultimo, siendo la diferencia entre estos valores

estadisticamente significativa a las 72 horas.

Los resultados obtenido en la presente investigacion muestran que el enjuagues con
clorhexidina al 0,12% (Periogard) muestra una mejor actividad antifungica contra
Candida albicans que el enjuague de cloruro de cetilpiridinio al 0,07% (Vitis CPC Protect), ya
que el enjuague bucal a base de cloruro de cetilpiridinio present6 halos de inhibiciéon con una
media menor al enjuague bucal a base de clorhexidina, lo que constituye una mayor actividad

antifingica de este ultimo, siendo la diferencia entre estos valores estadisticamente
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significativa a las 24, 48 y 72 horas. Estos resultados coinciden con los resultados reportados
por Handschuh et al. (2020), Aroonrerk y Dhanesuan (2007), Shrestha et al. (2011) y
Sreenivasan et al. (2012), en los cuales, la clorhexidina obtuvo mayor actividad antifungica, lo
que apoya a la evidencia existente afos atrds por la cual se ha venido utilizado como
coadyuvante en el tratamiento de la candidosis oral, por poseer una alta sustantividad y ser de
amplio espectro al actuar contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, aerobios,
anaerobios facultativos y hongos, por lo que se le considera el «gold standard» de los
antisépticos (Enrile y Santos-Alemany, 2005). Sin embargo, los resultados obtenidos en la
presente investigacion difieren con lo reportados en el estudio de Fu et al. (2014) en el cudl, se
demostro que el cloruro de cetilpiridinio fue el enjuague mas eficaz para inhibir todas las cepas
de Candida albicans, probablemente porque ambos estudios se realizaron con diferentes
marcas y concentraciones de enjuagues bucales, y en el estudio de Fu et al. (2014) el enjuague
basado en cloruro de cetilpiridinio se usé en concentracion de 0,1%, y el enjuague de

clorhexidina (0,12 %) tenia un componente adicional el cudl era el metronidazol (0,02%).

Los resultados del presente estudio sugirieren que los enjuagues bucales que contienen
Clorhexidina y Cloruro de cetilpiridinio podrian controlar la colonizacién e infeccion por
Candida albicans ATCC 10231. Este estudio podria ser util como guia para seleccionar tipos
de enjuagues bucales, sin embargo, ya que los enjuagues bucales estin disponibles
comercialmente, se debe considerar también otras propiedades como la inhibicion bacteriana,
su propiedad citotoxica, y el tiempo de uso ya que los enjuagues bucales con alto contenido de
alcohol pueden quemar las delicadas membranas mucosas de la boca y en usos prolongados de

ciertos enjuagues bucales a base de clorhexidina pueden manchar y oscurecer los dientes.
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Dentro de las limitaciones que presento esta investigacion la principal fue que el estudio
experimental fue de tipo in vitro, por lo cual los resultados que se obtuvieron no se podran
extrapolar al escenario clinico. Ademas, solo se trabajé con una cepa de Candida albicans,
existiendo también otros tipos y sobre todo seria de importancia conocer el comportamiento de
estos enjuagues bucales en cepas clinicas obtenidas de pacientes con dicha condicidon de nuestra
region geografica para obtener resultados mas especificos, ya que una cepa puede tener distintas

variantes dependiendo de la region geogréfica.

Basados en los resultados de la presente investigacion y debido a las ventajas del
enjuague a base de cloruro de cetilpiridinio en comparacién con la clorhexidina se recomienda
tener en cuenta la inclusion de los enjuagues bucales como uso preventivo de candidiasis oral
ya que se demuestra su capacidad de actividad antifingica de manera prolongada. Ademas, se
debe seguir evaluando los efectos de estos enjuagues bucales con nuevos agentes y

componentes adicionales sobre otros microorganismos bucales que afecten la salud bucodental.
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VI. CONCLUSIONES
J La mayor actividad antifiingica del enjuague bucal a base de cloruro de

cetilpiridinio fue a las 24 horas.

J La mayor actividad antifingica del enjuague bucal a base de clorhexidina fue a
las 24 horas.
o A las 24 horas, el enjuague bucal a base de clorhexidina presentd mayor

actividad antifungica que el enjuague a base de cloruro de cetilpiridinio sobre la Candida
albicans ATCC 10231.

o A las 48 horas, el enjuague bucal a base de clorhexidina presentd mayor
actividad antifungica que el enjuague a base de cloruro de cetilpiridinio sobre la Candida
albicans ATCC 10231.

o A las 72 horas, el enjuague bucal a base de clorhexidina presentd mayor
actividad antifungica que el enjuague a base de cloruro de cetilpiridinio sobre la Candida

albicans ATCC 10231.
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VII. RECOMENDACIONES

J Continuar con este tipo de investigaciones evaluando los nuevos enjuagues
bucales que aparezcan en el mercado nacional.

J Realizar este tipo de investigacion con otros tipos de microorganismos bucales
como bacterias que produzcan caries dental o enfermedad periodontal.

o Realizar este tipo de estudio en un modelo in vivo, para tener mayor evidencia

de la eficacia de estos enjuagues bucales.
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IX. ANEXOS
Anexo A: Matriz de consistencia

Problema Objetivos Hipaétesis Variables Metodologia
(Cudl es la | Objetivo general Existe Variable Tipo de
diferencia en | Comparar la actividad | diferencia Dependiente investigacion
la actividad | antifingica del enjuague bucal a | €Ntre la - '
antifingica | base de cloruro de cetilpiridinio zfl?igia?ca Efecto antifingico: Expe.rlm.ental,
sobre con el enjuague bucal a base de | 4| enjlglague halos de inhibicion 10ng1tud1r.1al,
Candida clorhexidina sobre la Candida | vycal a base compara.tlvo y
albicans albicans ATCC 10231 a las 24, | de cloruro de prospectivo.
ATCC 48 y 72 horas. cetilpiridinio
10231, entre y el
el enjuague a Objetivos especificos Enjlzg;i) ) Variable - Ambito temporal
base de | Comparar los valores de los | OU¢ S¢ | Independiente cal
cloruro  de | didmetros de los halos de de o y espacia

iriding inhibicion del enjuague bucal a | clorhexidina | o ppiyagyea Laboratort q
cetllpinidinio | pace de cloruro de cetilpiridinio sobre‘ la base de 2 'O.I'a.tOI'IO ©
con el | sobre la Candida albicans Cai?dzda cloruro del Anilisis  de  la
enjuague  a | ATCC 10231 a las 24, 48 y 72 | albicans cetilpiridinio. | Facultad de
base de | horas. ‘f*gc? | e Enjuague a Farmacia y
clorhexidina? C.(?mparar de los valores de los 22 348 a ;125 base de Bioquimica de la

diametros de los halos de ho’ras y clorhexidina. | Universidad

inhibicion del enjuague bucal a
base de clorhexidina sobre la
Candida albicans ATCC 10231
a las 24, 48 y 72 horas.
Comparar los valores de la
actividad  antifungica  del
enjuague bucal a base de
cloruro de cetilpiridinio con el
enjuague bucal a base de
clorhexidina sobre la Candida
albicans ATCC 10231 a las 24
horas.

Comparar los valores de la
actividad  antifungica  del
enjuague bucal a base de
cloruro de cetilpiridinio con el
enjuague bucal a base de
clorhexidina sobre la Candida
albicans ATCC 10231 a las 48
horas.

Comparar los valores de la
actividad  antifungica  del
enjuague bucal a base de
cloruro de cetilpiridinio con el
enjuague bucal a base de
clorhexidina sobre la Candida
albicans ATCC 10231 a las 72
horas.

Nacional Mayor de
San Marcos, en
enero del afio 2022.

Poblacion y
Muestra

La poblacion
fueron todas las
placas petri con
cultivo de Candida

albicans.

La muestra para
cada grupo de
evaluacion fue
constituida segun la
formula para
comparar medias y
datos de un estudio
piloto




Anexo B: Ficha de Recoleccion de Datos
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LONGITUD DE HALO DE INHIBICION: ENJUAGUE BUCAL A BASE DE CLORURO DE CETILPIRIDINIO
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LONGITUD DE HALO DE INHIBICION: ENJUAGUE BUCAL A BASE DE CLORHEXIDINA
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LONGITUD DE HALO DE INHIBICION: CONTROL NEGATIVO — SUERO FISIOLOGICO
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Anexo C: Prueba Piloto

URIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN M.ﬂ;hﬂﬂﬁ
[ Universidad del Perik, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIDQUIMIEA.
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.200609-CPF-2021

ORBEN DE ANALISIS (061 4472021
SOLICITADD FOR BANTANA ROMERD KARINA MARLY
T RECCION e
MUEATRA CENIUAGUES BUCALES
NUMERD DE LOTE -
CANTIDAD < envases x 500 miL spron. eda
FECHA DE RECEPCION 27 de Olengbre del 2021
FECHA DE FABRICACION -
FECHA DE ¥ENCIMIENTO -
MICROORGAMISMO ENGUAJES BUCALES
__“__piud de halos die inhibricstn {mm} — 24 horas
“Conmol posifive | Control negative VITIS Ferwaliard
 {PERICAID) | (NaCl0.9%) | CPC prosect
| é & AT
AR ] 1R R R « 6 [ 2273
Candida albicans 1707 | i NS 2595
2018* | B adsr | a3
IR lob” Nl Rad | 0S8
BICROORG ANTSMO EMGLATES BUCALES
 Longsd de halos de inkibician (mm) - 48korms
Cantrol positive | Control negatrve VITIS Periotard
(PERIOAID) | (NaCl0.9%) | CPCprosect |
17.07 (1] & 2304
; 1567 4 & M
Condidaalbicans [~ 1670 | & | & [
| 18.96 [k B.74" ahTE
N Y = IR | MR
MICROORGANISMO | ENGUAJES BUCALES ——]
Lot de habas de mhibicsn (mm} - 72 homs
Comntrol pesitive | Comtrol megativo VITIS Penirard
(FERIC ATTH (Hall109%) | CPC prolect
17.03 [ ] 2583
| 154) L i 2167
Ciasilicl anlfricems 1617 4 [ 24,07
1883 f* Bh3e 30364
17.89" a* 78" 2847
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
{Universidad del Perda, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

= El tamafio de los pocillos es de 6 mm, por lo tanto, cuando se reporta esta medida
indica que no hay formacién de halos de inhibicion.

*  Volumen moculado: 8 ul.,

*  Concentracion del inoculo: 1 x 10° UFC/mL

= Control positivo: PERIO.AID (Clorhexidina 0.12% + CPC 0.05%)

= Control negativo: NaCl 0.9%

= (*); volumen inoculado: 40 ul

Lima, 22 de Noviembre del 2021

S0 001

BUREAL VERITAS
Certifieation




Anexo D: Certificacion de la Candida albicans ATCC 10231

€y
Microbi ics'

ificate af Ana

Specifications

Microorganism Mame: Candida albicans
Catalog Number: (0443

Lot Number: 4431258

Reference Number: ATCCE 10231™
Passage from Reference: 3

cification and Parin

Lipon Releass

Expiration Date: 2023/4/30

Release Information:

Quality Control Technalagist: Jackie L Mackedanz
Release Date: 2021/5/12

Macroscopic Features. Medium;
Small to,medium, white, circular, comvex, dull colonies Hurtrient
Microscopic Features: Method:
Gram positive, ovoidal, budding yeast calls. Gram Stain (1)

1D System: MALDI-TOF (1)

See attached 1D System results document,

carificate & the acual base

Other Features! Challenges: Results
{1) Garm Tube Test: positive
{1) Chlamydospore production: positive

%m{_,ﬁ?ﬂ,,_

Amanda Kuperus
Quality Control Manager -
AUTHORIZED SIGNATURE

i Refer i the snclosed product insert for i Imbended ke aad b

**Disclaimer; Thi last UInHI,SLﬂmN ol nimber appaaring on tha product Bkl and packing slip are merely a packaging s rumbss, Tha lof number displayed on this

CERT # 2RI ED

ATCC Licoined '..
Dl reartrv

TESTING CERT &2655.01

irvhe
y irvber

Individual products are taceabis to & recegnized culiure collection.

{1] Thids teils re docrediied o [SONEC 17025,

" o f AL, REErbionats. Ine. s Reansad 1 usa ans Irdamirts 37013 oel peodiocs dorvad Bom AYERE
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Anexo E: Analisis Microbiolégico

Halos de inhibicion de los enjuagues de cloruro de cetilpiridinio (Vitis), cloherxidina

(Periogard) y el control negativo (NaCl) a las 24 horas.

Halos de inhibicion de los enjuagues de cloruro de cetilpiridinio (Vitis), cloherxidina

(Periogard) y el control negativo (NaCl) a las 48 horas.
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Halos de inhibicion de los enjuagues de cloruro de cetilpiridinio (Vitis), cloherxidina

(Periogard) y el control negativo (NaCl) a las 72 horas.

Cuantificacion de los halos de inhibicion con un vernier digital.
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Anexo F: Prueba de normalidad

Prueba de Shapiro Wilk para determinar la distribucion de los datos y elegir la prueba
estadistica para la comparacion de los grupos

cloruro de
Clorhexidina cetilpiridinio

p* p*
horas24 0.027 0.750
horas48 0.485 0.014
horas72 0.713 0.022

*Prueba de Shapiro Wilk

p<0.05 no presenta distribucion normal

p>0.05 presenta distribucion normal

Se determina utilizar la Prueba U Mann Whitney.
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