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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo conocer si existe efecto antifiingico
in vitro del extracto acuoso de semillas de citrus paradisi (kilol) sobre la
Candida Albicans y luego compararlo con un producto comercial como es el
gluconato de clorhexidina al 0.12%.

La muestra de estudio estuvo constituida por cepas de Candida Albicans
estandarizadas (ATCC 10231). Para fines investigativos se establecié una
muestra representativa cuyo tamafo fue de 5 unidades de estudio por cada
grupo conformado, siendo el grupo 1 de kilol a una concentracion del 25%, el
grupo 2 a una concentracion del 50%, el grupo 3 con una concentracion del
75% ; el grupo 4 a una concentracion del 100%; y el grupo 5 con gluconato de
clorhexidina al 0.12%.

La investigacion correspondio al tipo experimental y con un disefio longitudinal,
laboratorial, prospectiva y comparativa. La técnica que se utilizd fue la
observacion y el instrumento utilizado fue una Ficha de Observacion

Laboratorial elaborada para tal fin.

Los resultados han demostrado que, comparando el gluconato de clorhexidina
0.12% con las diferentes concentraciones de Kilol, a partir de un 25% este es
mas efectivo que la clorhexidina como antifungico frente a la Candida Albicans.
Asi mismo, mientras mayor sea la concentracion del Kilol, su efecto aumenta

significativamente.
Palabras Clave:

Citrus Paradise (Kilol). Extracto Acuoso. Efecto antifungico. Gluconato de

Clorhexidina. Candida Albicans.



ABSTRACT

The present investigation was to identify whether there is in vitro antifungal
effect of agueous extract of seeds of citrus paradisi (Kilol) on Candida Albicans
and then compared with a commercial product such as chlorhexidine gluconate
0.12%.

The study population consisted of Candida albicans strains standardized (ATCC
10231). For research purposes a representative sample was established whose
size was 5 units of study for each group formed, with the Group 1 Kilol at a
concentration of 25%, group 2 at a concentration of 50%, group 3 with a
concentration 75%; group 4 at a concentration of 100%; and 5 group with
chlorhexidine gluconate 0.12%.

The investigation was done by experimental and a longitudinal, laboratory,
prospective and comparative design. The technique used was the observation
and the instrument used was a Laboratorial Observation Form developed for

this purpose.

The results showed that, comparing the 0.12% chlorhexidine gluconate with
different concentrations Kilol, from 25% this is more effective than chlorhexidine
as an antifungal against Candida albicans. Also, the higher the concentration of

Kilol, its effect increases significantly.
Keywords:

Citrus Paradise (Kilol). Watery extract. antifungal effect. Chlorhexidine

Gluconate. Candida Albicans.



CAPITULO I:
INTRODUCCION



1. TITULO:

Efecto antifungico in vitro del extracto acuoso de semillas de citrus paradisi
(kilol) y gluconato de clorhexidina al 0.12%, sobre candida albicans.
Universidad Alas Peruanas. Arequipa.2016.

2. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA:

La cavidad oral es un medio ecoldgico, perfecto para el crecimiento y
desarrollo de bacterias que forman la flora microbiana bucal y que en
equilibrio es llamado saprofitico, si este equilibrio se rompe se produce
situaciones patoldgicas por el crecimiento microbiano de algunas especies,
prétesis parcial removible y protesis completas, caries, mala higiene, entre
otros provocan un desequilibrio, proliferando los hongos, en particular la
Candida Albicans.

Por esta razén, en odontologia se usa la clorhexidina que es usada para
pacientes con gingivitis o periodontitis, para combatir a gram + y gram -y
algunos hongos, gracias al avance de la tecnologia odontologica podemos
encontrar en el mercado otro producto a base del extracto de la toronja
conocido como el KILOL, otra opcion para la desinfeccion de sus placas;
sustancia natural comercial; ademas, este producto es usado para la
desinfeccion de alimentos, y de acuerdo a un trabajo de investigacion en
odontologia se ha usado para combatir el Estreptococos Mutans, el cual
resulté ser beneficioso, por las propiedades que presenta este producto de

ser antibacteriano y antifungico.

Considerando que existe en la poblacion pacientes portadores de protesis
completas o0 parciales que no tienen el debido cuidado de realizar una
buena higiene de sus placas, y no aplicar una buena técnica de limpieza en
su cavidad oral donde el hongo puede acrecentar en estructuras blandas de

la cavidad oral.



Por tanto el trabajo se hace relevante porque no existe antecedente al
respecto, y se podra brindar un mayor conocimiento a la poblacion
odontoldgica, la cual podréd ofrecer una alternativa mas de tratamiento y asi
dar al paciente una mejor calidad de vida.

3. PROBLEMA DE INVESTIGACION:

¢ Existira efecto antifingico in vitro del extracto acuoso de semillas de citrus
paradisi (kilol) y gluconato de clorhexidina al 0.12%, en la Candida Albicans,
Universidad Alas Peruanas, Arequipa. 20167

4. AREA DEL CONOCIMIENTO:
A. AREA: Ciencias de la Salud.
B. CAMPO: Odontologia.
C. ESPECIALIDAD: Microbiologia Bucal.
D. LINEA: Efecto antifungico del Kilol.

E. TOPICO: Candida albicans.

5. OBJETIVOS DE INVESTIGACION:

o Establecer el efecto antifungico del gluconato de clorhexidina al 0.12%
sobre la Candida Albicans in vitro a las 24, 48. 72 horas.

o Establecer la actividad antifungica del extracto acuoso de semillas de
citrus paradisi (kilol) en concentraciones de 25%, 50%, 75%, 100%,
sobre la Candida Albicans in vitro a las 24, 48, 72 horas.

o Comparar cual de las dos soluciones, gluconato de clorhexidina al
0.12% o extracto acuoso de semillas de citrus paradisi (kilol), tiene

mayor efecto antifingico sobre la Candida Albicans.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO



1. MARCO REFERENCIAL TEORICO — CONCEPTUAL:
1.1 CITRUS PARADISI (KILOL):

1.1.1 Generalidades y distribucién geogréfica:
Los toronjos o pomelo tiene como nombre cientifico Citrus
Paradisi que pertenece a la familia de las Rutaceas, son
aparentemente originarios de las zonas del Caribe en un ambiente
tropical y templado. No se conoce con exactitud el origen del
pomelo, aunque estudios recientes parecen indicar que se trata
de un hibrido natural (cruzamiento natural) de naranjo dulce y

pomelo, en 1830 se le dio el nombre botanico Citrus Paradisi. (6)

Estos citricos se consideran como plantas tropicales vy
subtropicales. En el Pera este citrico se cultiva principalmente en
Huaral; Huaura y Piura, siendo consumida casi exclusivamente en
Lima y esta en tercer lugar en importancia después de la naranja

y el limon. (6)

La produccion de pomelo a nivel mundial supera las 3.8 millones
de toneladas; siendo Estados Unidos el productor lider con mas
de 2.3 millones de toneladas y el 45% destinado al consumo en
fresco.

Le siguen en importancia paises como Argentina, Cuba, Chile,

Israel, México, Swazilandia, Mozambique y Sudafrica. (6)

1.1.2 Clasificacidon Taxondmica:

Reino : Vegetal

Orden : Geraniales
Sub-orden : Geraniineae
Division : Embryophyta
Clase X Dicotyledoneae



Sub clase Archichalmydeae
Familia Rutaceae
Sub-familia Autantiodeae
Tribu Citreae

Género Citrus

Especie Citrus Paradisi

Nombre Cientifico

Citrus Paradisi

Macf
Nombre Comun Toronja
Espafiol Toronja
Ingles Grapefruit
Aleman : Pampelmuse
Portugués : Pomelo
Francés : Pamplemousse

1.1.3 Descripcion Botanica:

Arbol perennifolio de 5 a 6 metros de altura, con la copa
redondeada, el ramaje poco denso y el fuste ancho, alcanzando
varios pies de didmetro; las ramas jovenes presentan espinas
cortas y flexibles. (19)

Las hojas son simples, alternas, ovadas, finamente dentadas, de
entre 7 y 15cm de largo, de superficie coriacea y color verde
oscuro por el haz, ubicadas al cabo de peciolos cortos y alados.
Las espinas son grandes hasta 5cm en los arboles de semilla, las
flores son grandes hasta 7cm solitarias o por racimos de hasta 10,
produce flores hermafroditas, fragantes, tetrameras, blancas o

purpureas, formando racimos pequefios terminales o solitarios.(19)

El fruto es un hesperidio globoso, de tamafio mediano a grande de
13 a 15 cm de diametro. Esta recubierto de una cascara gruesa
carnosa, despegada del endocarpo, de color amarillo o rosaceo,
con glandulas oleosas pequefias y muy aromaticas, rugosa.

Tienen 11 a 14 carpelos, firmes, muy jugosos, dulces o acidos que
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también tienen un sabor amargo debido a la presencia de una
sustancia llamada naringina. La pulpa del pomelo estéa dividida en
diez o doce gajos de aspecto esponjoso y repletos del zumo su
color varia al igual que la corteza, el color va del amarillento palido
al rojo muy intenso. Las semillas son escasas, de hasta 1.25cm de
largo, normalmente poliembridnicas, lisas, elipticas o apiladas,
blancas por dentro. (19)

Variedades:

Las distintas variedades de pomelo se clasifican segun la
tonalidad de la pulpa. Las variedades blancas o comunes, son las
gue tienen la pulpa de color amarillo y a pesar de ser las mas
cultivadas cada vez mas se ven desplazadas por las variedades
pigmentadas.

Estas dltimas dan pomelos con la pulpa de tono rosa y rojizo y
deben su color al pigmento licopeno y este se genera cuando las
temperaturas son elevadas. La popularidad y consumo se ha
incrementado en las dos ultimas décadas en muchos paises. (19)
Hodgon 1967 clasifica a los toronjos cultivados en dos grupos

naturales:

1.1.4.1 Toronjos comunes:

Algunos cultivares de este grupo son: Duncan; Marsh,
Walters,  Windsor.

Los principales cultivares son: Duncan y Marsh. Los frutos
del toronjo Duncan son de tamafio grande, ovalados a
globosos. El pericardio es mediado a grueso, de superficie
pareja y suave, con surcos basales cortos, pero con
abundantes semillas. La época de maduracion es intermedia

a precoz. (29)



Los frutos de toronjo Marsh, son de tamafio mediano,
oblados a globosos. El pericardio es mediano a delgado pero
resistente, de superficie pareja y suave. El endocarpio es
tierno y jugoso, con pocas 0 ninguna semillas. El sabor es
bueno, pero aparentemente no tan buena como el sabor de
Duncan.

La época de maduracion es tardia. (19)

Valor Nutricional del Pomelo en 100g de sustancia
comestible.

Agua (g) 88.4
Proteinas (g) 0.6
Lipidos (g) 0.1
Carbohidratos (g) 9.8
Calorias (kcal) 39
Vitamina A (U.l.) 80
Vitamina B1(mg) 0.04
Vitamina B2 (mg) 0.02
Vitamina B6 (mg) 0.02
Acido nicotinico (mg) 0.2
Acido pantoténico (mg) 0.25
Vitamina C (mg) 40
Acido Malico (mg) 80
Acido citrico (mg) 1460
Sodio (mg) 2
Potasio(mg) 198
Calcio (mg) 17
Magnesio (mg) 10
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Manganeso (mg) 0.01
Hierro (mg) 0.3
Cobre (mg) 0.02
Fosforo (mg) 16
Azufre (mg) 5
Cloro (mg) 3

1.1.4.2 Toronjos pigmentados:

Los cultivares de este grupo tienen una coloracion rosada o
rojiza, debido a la presencia de pigmentos de la serie del
licopeno. Algunos ejemplares son: Ruby o Redblush
yThompson.

Ambos cultivares tienen pocas semillas y época de
maduraciéon intermedia. El cultivar Thompson, podria ser
una mutacion del toronjo Marsh. A su vez el toronjo Ruby,
parece haberse originado como una mutaciéon de
Thompson. (19)

1.1.5 Composicién Quimica:

La toronja es una fuente importante en vitamina C,
carbohidratos, beta — caroteno y bioflavonoides, aceites
esenciales y ademas, contiene pequefias cantidades de las
vitaminas B1, B2, B3, B5, B6 y vitamina E. Asi como la
pectina, estudios cientificos han demostrado que impide la
multiplicacion de las células cancerosas, la que muestra
efectos anticolesterol y protege la pared de las arterias,
gracias a su accién antioxidante e inhibidora de la formacién

de trombos o placas ateroscleréticas. (26)
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1.1.6

Los flavonoides forman parte de los llamados elementos
fitoquimicos, estando ampliamente repartidos entre los
vegetales. Quimicamente son glucdsidos.

El flavonoide méas importante del pomelo es la naringina (que
transforma en el organismo naringenina), de propiedades
fluidificantes de sangre, antioxidantes y anticancerigenas

Los limonoides son terpenoides que constituyen la esencia de
los citricos. El pomelo es especialmente rico en uno de ellos,
el limoneno, al que debe su sabor amargo, y que también
presenta propiedades anticancerigenas.

Los carotenoides, presentes fundamentalmente en los

pomelos de pulpa roja, potencian accion antioxidante. (26)

Descripcion del extracto del Kilol:

También se les conoce con los nombres de “Extracto de
Toronjas”, “Extracto de Semillas Criticas”,” Bioflavonoide en
forma concentrada”, a la misma vez que “Extracto de las
Semillas de Toronjas — Grapefruit Sees Extract”.

En un compuesto organico obtenido por extraccion de semilla
de toronja, funciona como bactericida y fungicida de amplio
espectro (gram +y gram -), principalmente en las industrias de
procesamiento de alimentos, industria farmacéutica,
cosméticos y de cuidado personal

Este extracto es eficaz para combatir 800 tipos de bacterias y
virus asi como un centenar de hongos ademas de gran
namero de parasitos unicelulares. Sin efectos secundarios ya
gue para ser toxico se necesité ingerir 4,000 veces de la dosis
terapéutica.

La clave de su exitosa actividad antimicrobiana parece estar
en que los principios activos del extracto de semillas de
pomelo, que por cierto se obtiene mediante un complejo

proceso de prensado en frio, logran desorganizar la
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membrana citoplasméatica de los microorganismos patégenos
y les impide desarrollarse y proliferar. (15)

e Antidepresivo

e Estimulante de la Circulacion Sanguinea

e Producto Natural, cuyo componente activo es el extracto de
semillas de toronja

¢ Aumenta Notablemente las defesas del sistema inmunitario

e Posee accién bactericida y fungicida de amplio espectro

e Posee efecto antioxidante

e Es biodegradable, no se acumula en los tejidos y no deja
residuos

e Hipoalergénico

e No confiere olor, color, ni sabor a los alimentos, en las
concentraciones recomendadas.

e No altera el valor nutricional de los alimentos (16)
1.1.7 Usos generales del Kilol:

e Antibidtico de amplio espectro, aun mas eficaz que el alcohol
en las desinfecciones médicas y sin efectos secundarios.

e Potente germicida, eliminando o previniendo los efectos de la
mayor parte de los hongos, liquenes, parasitos y bacterias
nocivas, que causan los seres vivos.

e En la agricultura tiene un uso convencional.

e En la industria lactea, quesera, sirve para la desinfeccion de
equipos y maquinarias, control de hongos en la superficie de
quesos.

e En la agroindustria sirve para la desinfeccion de equipos,
sanitizados de frutas y hortalizas, previene la oxidacion en

frutas y verduras. (16)
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1.1.8 Usos en medicina alternativa

Kilol indicado para infecciones respiratorias, por ser un
antivirico potente, combate eficazmente los virus causantes.

El extracto contiene narangina, pinene, limonene, linalol y
citrale, a estas sustancias se les conoce una importante
actividad antidepresiva, estimulante y activadora de la
circulacion e incluso del tAlamo, una zona del encéfalo situado
en la base del craneo que procesa y clasifica toda la
informacion sensitiva. Por eso los investigadores otorgan a
este extracto la capacidad de estimular las sensaciones
positivas y de influir en el estado de animo aumentando la
sensacion de bienestar y alegria.

Los componentes que presenta también ayuda a alcalinizar la
sangre, sus autores refieren que al alcalinizar los fluidos del
cuerpo, elevan el PH, el cual es uno de los beneficios mas
importantes en la regeneracion de la salud, ya que los
microorganismos no pueden sobrevivir en un ambiente

alcalino. (27)

1.1.9 Usos en Odontologia:

En el ambito odontologico se ha visto que reduce
significativamente in vitro las cantidades de unidades

formadoras de colonias (UFC) de Candida Albicans.

Boca:

Potente antiséptico como enjuague contra aftas, estomatitis
ulcerosa, invasion de hongos, mal aliento, herpes, gingivitis,
etc.

Gingivitis:

La inflamacion de las encias es frecuentemente causada por
la accion de las bacterias, pero los hongos y virus pueden
estar involucrados, en ocasiones también se producen por un

déficit nutricional (vitamina Ay C)
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1.1.10

Dientes:

Mediante el uso como enjuague, cepillado, se obtienen
resultados contra la placa bacteriana, las caries, el dolor de
muelas, y es utii como complemento en los casos de las
extracciones, también es util para la limpieza del propio
cepillo. (15)

Contraindicaciones:

La toronja parece ser bien tolerada y es probablemente
segura cuando se usa en las cantidades comunmente
presentes en los alimentos, siempre que las personas no
estén llevando una terapia concurrente con otros
medicamentos. La toronja esta clasificada dentro de la lista
GRAS (generalmente reconocida como segura) de Estados
Unidos. Raramente se han reportado efectos adversos con
relacion al jugo de toronja en las pruebas clinicas y estan
limitados a efectos que ocurren en combinacion con otros
tratamientos con medicamentos. Los efectos en drogas
farmacocinéticas pueden ser intencionales o no, dependiendo
de las circunstancias y opiniones individuales. Se ha
observado variacion en la biodisponibilidad del jugo de toronja
y los medicamentos entre individuos. La severidad de la
interaccion puede depender de qué tanto y qué tan a menudo
se consume el jugo de toronja, el momento que se ingiere el
jugo de toronja, la marca especifica y la dosis del

medicamento.(27)

La presion arterial puede disminuir cuando se toma jugo de

toronja con nifedipina y terazosina.

Los expertos reportan que la aplicacion tépica del extracto de

semillas de toronja puede causar irritacion de la piel.

Altas dosis pueden causar seudohiperaldosteronismo

(sindrome de Liddle), aumentos en la eliminacién del potasio,

15



exceso de mineralocorticoides, elevacion disminuida de
hematocritos, desarrollo de céalculos renales o incrementos en

la pérdida del esmalte y superficie dentales.(27)

Debe utilizarse con precauciébn en pacientes que toman
sustratos tales como anticoagulantes/antiplaguetarios,
antiarritmicos, anticonvulsivos, antidepresivos,
antihistaminicos, antihipertensivos, benzodiazepinas,
bloqueadores del canal del calcio, cafeina, corticosteroides,
medicamentos contra la disfuncion eréctil, estrégenos,
inmunomoduladores, inhibidores de la HMG-CoA reductasa,
antibidticos macrolidas e inhibidores de proteasas.(15)

Debe utilizarse con precaucion en pacientes que beben vino
tinto, ya que la combinacién de vino tinto y jugo de toronja
parece ocasionar un efecto inhibitorio acumulativo en la forma
como el higado metaboliza ciertos agentes, lo que en teoria
puede incrementar el riesgo de interacciones con otras

drogas.

Debe utilizarse con precaucion en pacientes que beben agua

tonica o que fuman.(27)

Debe utilizarse con precaucion en pacientes con Cirrosis
hepatica que tienen riesgo de calculos renales o que han sido

sometidos a cirugia de bypass gastrico.(15

Contiene la furanocumarinas, que elimina una enzima en el
organismo encargado de descomponer el medicamento. Esto
provoca que se escape por el sistema digestivo una cantidad

mucho mas alta fue la que el organismo puede manejar.(15)

1 vaso de jugo de pomelo, tiene 3 veces mas alto que una
medicina para la hipertension como el felodipino que lo que

se toma con un vaso de agua(15)
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1.2

1.1.11 Efectos Adversos:
- Hemorragias Estomacales.
- Alteracién del ritmo cardiaco, dafio renal y muerte subita.
- Supresion de la médula 6sea en personas inmunosuprimidas.

- 1 tableta con un vaso de jugo de pomelo, puede convertirse

como si hubiera tomado 5 tabletas con un vaso de agua.(15)

GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12%:

Agente antimicrobiano introducido en 1945, utilizado como solucién
irrigante desde 1971, aprobado en los Estados Unidos por la Food
and Drug Administration y aprobada por la America Dental
Association Council of Dental Terapéuticas. (8)

1.2.1 Concepto:

La clorhexidina es una molécula que actia inhibiendo el
crecimiento de microorganismos en la piel, este farmaco se
une a la pared del microorganismo y aumenta la permeabilidad
de la pared, favoreciendo la entrada de agua en el interior del
microorganismo. Puede actuar deteniendo el crecimiento de
los microorganismos (accion bacteriostatica) o destruyéndolos
(accion bactericida) segun la concentracion a la que se utilice.
Es eficaz frente a bacterias gram positivas y gram negativas,
Su accion es rapida, y prolongada, lo que favorece el
mantenimiento de su actividad antibacteriana, de hecho el 25%
de la dosis persiste en forma activa en la piel o mucosa al cabo
de 30 horas, su actividad aumenta cuando se mezcla con
alcohol y disminuye algo en presencia de proteinas, sangre,
materia organica. (8)

El balance hidrofilico / lipofilico es el factor que influye en la

actividad bacteriana, es una serie de bisguanidas. (8)
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1.2.2 Estructura Quimica:

El gluconato de clorhexidina es un agente antimicrobiano de
amplio espectro, baja toxicidad y gran afinidad de adhesién a
la piel y mucosas. Pertenece al grupo de las bisbiguanidas de
naturaleza cationica, por lo que tiene afinidad por la pared
celular de los microorganismos, tiene actividad frente a
microorganismos gram positivos y gram negativos, hongos,
dermatofitos, su molécula es simétrica compuesta de dos
anillos clorofendlicos y dos grupos de biguanidas conectados
por un puente central de hexametileno con dos cargas
positivas en cada extremo del puente. Es una base fuerte, su
naturaleza dicationica le confiere eficacia y seguridad. (34)

Es bactericida a concentracion alta y bacteriostatica a bajas
concentraciones. No produce cambios en las resistencias
bacterianas ni  sobrecrecimiento de  microorganismos
oportunistas. Previene la formacion de placa, rompiendo la
placa existente e inhibiendo la gingivitis, debido a la
concentracion cationica, su actividad se ve reducida en
presencia de agentes anionicos como lo son los detergentes
dentrificos, debiendo esperar 30 minutos para realizar el
enjuague tras el cepillo dental, lo cual dificulta su correcto uso.
La clorhexidina tiene una gran sustantividad, el 30% de la
clorhexidina se retiene en boca, unida a proteinas salivales y
es liberada lentamente durante 8 -12 horas en forma activa.
(34)

1.2.3 Espectro de Accion:

Quimicamente como digluconato de clorhexidina, es un agente
antimicrobiano capaz de matar o inhibir la proliferacion de
bacterias orales. Shoeder fue el primero en reportar la eficacia
intraoral del Gluconato de Clorhexidina siendo documentado

como un agente entre los antisépticos orales. (34)
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Es activa contra bacterias gram positivas y gram negativas,
bacterias aerbbicas, anaerdbicas facultativas, hongos,
levaduras.

A ph entre 5y 8 es un bactericida muy rapido y eficaz frente a
las bacterias gram positivas y gram negativas.(34)

Por sus propiedades cationicas, la clorhexidina también se une
electrostaticamente a la hidroxiapatita de los dientes, esto
significa que los depésitos de clorhexidina se unen a la dentina
y posteriormente el farmaco es liberado lentamente,
manteniendo de esta forma el farmaco activo durante un
tiempo, esto ocurre durante 24 horas después de su absorcion
hasta seis meses evitandose la colonizacion bacteriana en ese
tiempo. (34)

Posee excelentes propiedades bacteriostaticas y bactericidas,
dependiendo del grado de concentracion que se use. A bajas
concentraciones, se altera el intercambio de iones en
proporciones mayores, alterando el metabolismo celular, a lo
cual se atribuye el poder bacteriostatico. (34)

En altas concentraciones posee accion bactericida, provocando
la precipitacion de las proteinas citoplasmaticas, al penetrar a

la pared celular resultando la muerte de la célula. (34)

1.2.4 Mecanismo de Accion:

Su mecanismo de accion esté relacionado con la reduccion de
la formacion de pelicula salival, alteracion de la absorcién de
bacteria a los dientes y alteracion de la pared celular bacteriana
gue conduce a la lisis. (31)

La clorhexidina inhibe la formacién de la placa por los
siguientes mecanismos:

o Por adhesion a los grupos aniénicos sobre las
glicoproteinas salivales, reduciendo asi, la formacién de
la pelicula salival adquirida y la colonizaciéon de la placa
dental.(31)
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1.2.5

o Por adhesion a las bacterias salivales interfiriendo con
su absorcion a los tejidos dentales.(31)

Aunque la clorhexidina tenga gran afinidad por la hidroxiapatita
se ha demostrado que la mucosa oral es su principal reservorio
y es importante el aporte inicial del agente, para su liberacion
lenta. Se ha verificado que una reduccion de Ph causa
disminucién retenida en el medio oral, pero se admite que su

union con las proteinas es de naturaleza ionica.(31)

Se absorbe rapidamente por difusion pasiva a través de las
membranas, tanto de las bacterias como de las levaduras. El
efecto bactericida de la clorhexidina empieza con su union a la
pared celular de las bacterias (cargadas negativamente), por
tratarse de una molécula cationica a pH fisiolégico. A bajas
concentraciones esa union causa una alteracion del equilibrio
osmotico de la bacteria que provoca un efecto bacteriostatico.
Sin embargo, a altas concentraciones su accion bactericida se
debe a la precipitacion de proteinas y acidos nucleicos. Tiene
una duracion de accion prolongada de 6 horas, a causa de su
afinidad por adherirse a la piel y a las membranas mucosas
(31)

Espectro Antifungico:

Es efectiva frente a organismos Gram positivos y gram
negativos, hongos, anaerobios facultativos y aerobios. Es mas
activo frente a Staphylococcus aureus sensible a meticilina que
frente a SARM (Staphylococcus aureus resistente a meticilina).
También tiene actividad sobre los anaerobios facultativos y
algunos hongos como Candida albicans y dermatofitos. No es
esporicida a temperatura ambiente, aunque inhibe el
crecimiento de las esporas y es capaz de matarlas a altas
temperaturas. No actla sobre los virus sin cubierta (como

Rotavirus, Adenovirus y Poliovirus), sin embargo inactiva a los
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qgue presentan cubierta lipidica, entre ellos el HIV, los Herpes
virus y los Influenza virus. Es bacteriostatico sobre las
Micobacterias pero se observan grandes resistencias. Alcanza
su maxima eficacia a un pH neutro o ligeramente &cido. Para
aumentar su eficacia se emplean combinaciones de

clorhexidina con cetrimida o soluciones alcohdlicas. (30)

1.2.6 Propiedades Bioldgicas:

La naturaleza cationica de la clorhexidina minimiza su absorcion
a través de la piel y las mucosas, incluidas las vias
gastrointestinales, por lo tanto no se ha descrito toxicidad
sistematica. (30)

Su potencial de accién es igual al de la sanguinarina, se
clasifica como un agente con una potencia de accion alta,
comparable con los antibidticos y superior a los fluoruros, el
timol y el cetilpiridino. A diferentes concentraciones su efecto
anti placa es similar. Es el preparado que ha demostrado tener
una mejor sustantividad (mayor tiempo de contacto con el
sustrato en un medio dado), por ellos se le ha clasificado como
agente de segunda generacion (alta sustantividad). El 30% del
agente se retiene en la cavidad oral después de enjuagarse de
alli se libera gradualmente hacia los tejidos orales, la absorcion
del farmaco en el tracto gastrointestinal, desapareciendo
completamente del plasma, si es ingerido al cabo de 12 horas.
La clorhexidina es un agente de peso molecular relativamente
alto y se absorbe escasamente, por lo tanto su toxicidad es
baja, la excrecion de la clorhexidina se realiza

fundamentalmente por las heces 90%y por la orina 1%. (30)

1.2.7 Toxicidad y efectos colaterales:

Los agentes que tienen un peso molecular relativamente grande,

con gran carga eléctrica, como clorhexidina, Sanguinarina y
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Cetilpiridinium se absorben deficientemente y exhiben muy baja
toxicidad. Por el contrario, los compuestos de bajo peso
molecular como el fluoruro de sodio se absorben rapidamente y
por lo tanto son delicados de utilizar. (3)

El uso de la clorhexidina con lleva a efectos secundarios locales
reversibles, manchas pardas en dientes, lengua y las
restauraciones de silicatos y resinas, asi como una alteracion
ligera de percepcion gustativa. La clorhexidina posee actividad
toxica sistematica muy baja en los seres humanos, no produce
resistencia reconocible de microorganismos bucales y no genera
alteraciones teratdgenos.(3)

Las soluciones acuosas poseen un fuerte sabor amargo que
interfiere con la percepcion de los sabores. Tratamientos con
clorhexidina reducen la intensidad en la percepcion de la
sacarosa y soluciones de acido citrico (3)

1.2.8 Farmacocinética:

El potencial de toxicidad debe ser bajo, los componentes
toxicos son las soluciones de fluoruros y los menos toxicos
son los antibidticos, la clorhexidina es comparada con los
antibidticos en cuanto al potencial de toxicidad. (3)

Dentro de la potencia de accion se clasifican en agente con
una potencia elevada comparable a los antibioticos(en este
grupo se encuentra la clorhexidina y agentes con baja
potencia como los fluoruros). (3)

La permeabilidad es una caracteristica importante en estos
agentes, los de peso molecular relativamente alto como la
clorhexidina no son permeables y se absorben mal en el tracto
gastrointestinal, siendo su toxicidad baja. (3)

La sustantividad es otra cualidad que mide el tiempo de
contacto entre una sustancia y un sustrato en un medio dado.
Al tratar infecciones dentales la sustantividad de un agente es
muy importante, puesto que este necesita de un cierto tiempo
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de contacto con el microorganismo para inhibirlo o eliminarlo.
La clorhexidina es el preparado que ha demostrado una mejor
sustantividad. (3)
e La caracteristica de la sustantividad ha hecho que se
clasifiquen los agentes como:
v' Primera Generacion (baja sustantividad), estos son
algunos antibiéticos, agentes oxidantes y fluoruros.
v' Segunda Generacion (alta sustantividad) son las
bisguaninas.
v' Tercera Generacion, se describen como los que
interfieren en la adhesion bacteriana y que hoy estan en
investigacion.(3)

1.2.9 Indicaciones:

e Actividad anti placa.

e Gingivitis.

e Periodontitis.

e Cirugia Periodontal

e En pacientes con alta actividad de caries.
e Irrigacion de conductos.

e Estomatitis en pacientes con protesis totales. (3)

1.3 Caracteristicas Generales de los Hongos:

Los hongos son organismos que presentan diferencias estructurales y
morfologicas con las bacterias y con las células animales y vegetales.
La micologia es la ciencia que se encarga de su estudio, en tanto
gue la micologia médica describe los hongos patdgenos para el
ser humano como productores de micosis. Se considera que cuatro de
cada mil pacientes que acuden a la consulta dental general presentan
sintomas de infeccion Candididsica. Ademas una gran parte de las

Candidiasis orales son asintomaticas y es muy probable que la
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prevalencia de este proceso sea mucho mayor. Son frecuentes en
lactantes y ancianos y personas con factores pre disponentes
generales o locales.(29)

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es uno
de los factores y en personas con Sida se observan cuadros diferentes
de candidiasis mucocutaneas que pueden ser indicadores de la
evolucién de esta infeccién virica. Otras micosis (histoplasmosis,
blastomicosis, criptococosis, aspergilosis, etc) afectan con menor

frecuencia a la cavidad bucal. (29)

Tabla 48.1. Factores predisponentes de la candidiasis oral y posibles mecanismos de virulencia en
Candida

Factores de virulencia

Factores predisponentes Mecanismos Maoléculas
Alteraciones endocrinas: Especies de Candida Hidrolasas extracelula-
diabetes mellitus, hiposuprarrenalismo, y cepas involucradas res: proteasas vy
hipoparatiroidismo fosfolipasas
Inmunodeficiencias primarias Adherencia/Pared celular  Toxinas asesinas
Alteraciones leucocitarias: Diformismo / Formacion Nitrosaminas
neutropenia/leucopenia, agrarulocitosis, de hifas
carencia de mieloperoxidasa...
Inmunodeficiencias adguiridas (S1DA) Variabilidad del fenotipo Metabolitos acidos
Estados nutricionales carenciales o alterados: Persorcion

malnutricion, malabsorcion, carencia de hierro
y folatos, dietas ricas en hidratos de carbono...

Neoplasias: Interferencia en la
leucemia, linforma, timoma... fagocitis, complemento
y respuesta inmunitaria

Farmacos: Sinergia con bacterias y
antibidticos de amplio espectro, corticosteroides otros microorganismos
(en aerosol), inmunodepresores, citostaticos v orales

antimetabolitos

Alteraciones locales en la cavidad oral:
irritantes crénicos locales, prétesis mal ajustada,
higiene oral inadecuada, xerostomia, displasia
epitelial, tabaquismo, radioterapia de cabeza y
cuello...
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1.4 CANDIDA ALBICANS:

1.4.1 Género:

1.4.2

El Género Candida comprende méas de 150 especies de levaduras
pero Candida Albicans es el agente implicado mas frecuente en la
candidiasis oral, cuya principal caracteristica es la ausencia de
forma sexual, con excepcién de algunas especies micoticas. Los
agentes patdgenos son levaduras (el estado anamorfo) del género
Candida Albicans pertenecientes al Phylum Ascomycotina. La
Candida Albicans se identifica como levaduras mitospéricas
alargadas o ligeramente redonda de 2 -6 x 3 — 9 um que se
reproducen por la geminacion (blastoconidios). A excepcion de
C.glabrata, el resto de la especies asociadas a candidosis pueden
formar seudomicelios: C albicans y C. dubliniensis ademas son
formadoras de hifas. Son clasificadas como levaduras, las cuales
corresponden a hongos con un modo de desarrollo
predominantemente unicelular. Solamente una docena de las
especies pertenecientes al Género Candida poseen la facultad de
adaptarse a una temperatura de 37°C. y pueden ser
ocasionalmente patégenas para el hombre, estas son entre otras:
C. albicans, C. tropicalis, C. kefyr (pseudotropicalis), C. krusei, C.
guillermondi, C. parakrusei, C. zeylanvides, C. stellatoidea y C.
brumptii3. (20)

Microorganismos del género Candida:

La mayoria de los hongos del género Candida pueden observarse
con el microscopio bien como blastoconidios o levaduras (células
esféricas u ovoideas) o bien como pseudomicelios (levaduras
alargadas que se parecen a tubos. Candida Albican también
origina hifas tabicadas y ramificadas (micelio) o formas esféricas
de pared gruesa (clamidoconidios) mientras que otras especies
como C. glabrata nunca forman micelio o seudomiceio. Cuando

crecen en agar glucosado de Sabourd originan colonias cremosas
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lisas o rugosas después de una incubacion durante 24 a 48 horas
a 24-37°C, que presentan un olor a levadura de pan o cerveza.
También puede mostrar este aspecto las colonias en medios
microbiolégicos como agar sangre, agar chocolate o similares.
(20)

micelio

1.4.3 Etiologia y Patogenia de la Candidiasis Oral:

La Candida vive en equilibrio con otros miembros de la microbiota oral,
su transformacién en patégeno depende tanto de la alteracion de los
mecanismos defensivos de la persona colonizada como del complejo
potencial de factores de virulencia del hongo. La proteccion adecuada
del ser humano frente a Candida depende de mecanismo inespecificos
humorales y celulares. Las defensas primarias son barrera fisica
epitelial; un péptido antimicrobiano lingual (defensiva de amplio
espectro); Inmunoglobulina secretora; diferentes factores salivales
(lisozim, histalinas o lactoferrina) y el flujo de arrastre de saliva. La
alteracion mas trivial parece suficiente para permitir que C. Albicans
produzca una infeccién localizada y limitada a la mucosa oral, pero que
puede extenderse en casos graves a la faringe y eséfago e incluso
producir una infeccion diseminada. Entre los factores que facilitan la
infeccion candidiasica destacan a la cantidad y el tipo de saliva
(sequedad oral logran humedad en las comisuras labiales); la dieta
(ferropenia o avitaminosis); el Ph; la temperatura; la presencia de
algunas bacterias o de prétesis dentales ya que el material acrilico de
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las protesis extraibles es un producto facilmente colonizable; el
tratamiento antibiético y los cortico esteroides y cualquier tipo de
inmunodepresion primaria o adquirida. Candida albicans es la especie
mas patdégena y su virulencia se debe a un conjunto de atributos
relacionados bien con su habilidad para evadir los mecanismo de
defensa del hospedador o de resistir al tratamiento antifiGngico o bien
con su capacidad de lesionar las células y los tejidos que invade. Los
factores de virulencia estan controlados por diferentes genes que se
expresan en un numero determinado y en un momento concreto y que
determinan el fenotipo y la virulencia. Por lo tanto, no es sorprendente la
variabilidad existente en la virulencia entre las cepas e incluso dentro de
una misma cepa con relacion a la localizacion corporal donde produzca
la infeccion.(20)
Entre los genes conocidos asociados a la virulencia de Candida Albicans
estan el de la hexosaminidasa, varios genes de proteasas asparticas y
un gen que confiere capacidad de producir tubos germinales y aumentar
la adhesion. El proceso de la infeccion de los tejidos por Candida
Albicans presenta varios estadios:
a) Adhesion y Colonizacion
b) Penetracion, que se facilita por la transformacion de levadura micelio
(formacion de tubos germinales) y la produccion de enzimas
hidroliticas.
c) Respuesta inflamatoria aguda (predominio de neutroéfilos y presencia
de inmunoglobulina G, A, M, factores de complemento, linfocitos T y
Macrofagos). (20)

La adhesion de Candida a la superficie es un requisito esencial para la
colonizacion permanente o la infeccion de lugares expuestos a
corrientes constantes. En la cavidad oral, la accion mecéanica de la saliva
es un potente mecanismo de defensa que arrastra las levaduras en un
intento de impedir la colonizacion. La adhesion implica la union de los
blastoconidios de Candida a la superficie epitelial o a los materiales

protésicos. (20)
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La produccion de tubos germinales, que posteriormente se transforman
en largas hifas, facilita aquella y permite la penetracién por los espacios
intercelulares, ElI cambio morfoldgico dificulta la fagocitosis y disminuye
la reactividad con la Inmunoglobulina A secretora de la saliva. Entre los
mecanismos de evasion de las defensas secretoras de la saliva. Entre
los mecanismos de evasion de las defensas del hospedador, el cambio
de fenotipo parece tener gran importancia en algunas cepas de Candida.
Albicans y se ha asociado a una mayor virulencia y a una menor
sensibilidad a los antifUngicos. Las especies mas patdgenas son
también las mayores productoras de enzimas hidroliticas como
fosfolipasa (producida por Candida Albicans exclusivamente), lipasa
fosfomonoesterasa, hexasominidasa y diferentes proteasas. Las
proteasas acidas o aspartico — proteasas son producidas por Candida
Albicans, C. Parapsilosis yC. Tropicalis, y poseen un espectro amplio de
accion. Candida Albicans responde a la topografia de superficie
(tigmotropismo) y desarrolla un crecimiento de respuesta al tacto que
facilita la penetracion en algunos tejidos por las discontinuidades de la

superficie y las roturas microscopicas. (20)

Se admite, en general, la etiologia multifactorial de la estomatitis
protésica, pudiéndose englobar los factores etiopatogénicos en dos
grandes grupos: factores irritativos e infecciosos. Dentro de los primeros,
la causa mas frecuente es el trauma producido por el uso continuado de
la proétesis, principalmente debido a la irritacion por el desajuste o
desadaptacion de la misma a la mucosa. Debemos tener en cuenta que
al colocar una protesis incluso en un paciente sano, se produce una
serie de cambios histologicos de tipo inflamatorio en su mucosa,
inicialmente debidos a los cambios del entorno bucal asi como por la
irritacion que la propia protesis produce sobre la mucosa en la que
asienta. Estos cambios son mas significativos en pacientes con proétesis
antiguas, mal adaptadas a la mucosa, por mal disefio, 0 con un ajuste
oclusal inadecuado. Por supuesto, no debemos olvidar en este grupo de
factores irritativos las reacciones alérgicas a los propios componentes de

la prétesis, sobre todo al mondmero residual de las resinas, aunque la
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alergia como fenémeno de hipersensibilidad tipo IV (retardada) no es tan

frecuente como cabria pensar. La prétesis también va a impedir el efecto

de autoclisis o autolimpieza que ejerce la lengua y la saliva sobre la
cavidad oral. Esto condiciona que hongos y bacterias que habitualmente
conviven en la cavidad oral aumenten su numero y pasen de ser

saprofitos a patégenos. Entre los hongos, se encuentra hasta en un 94%

de los casos la Candida Albicans, sobre todo el serotipo A, aunque

también pueden estar presentes otros patdgenos inespecificos. La

Candida inicialmente forma hifas que le sirven para adherirse y colonizar

huésped y protesis, posteriormente se transforma en levadura-micelio y

produce enzimas hidroliticas para penetrar en los tejidos, los cuales

producen una respuesta inflamatoria. Mas tarde, se produce la invasion

vascular y diseminacion a otros tejidos. (20)

El uso de la protesis de forma continuada, da lugar a un mayor acumulo

de placa bacteriana entre la base de la protesis y la mucosa oral, debido

al entorno acido y anaerobico que se produce al disminuir la circulacion
sanguinea por la presion ejercida por la proétesis. Este aumento de placa

y de microorganismos provoca una mayor predisposicion a la

estomatitis. Otro grupo de factores de interés en el desarrollo de la

estomatitis protésica, si bien con menor incidencia, son los factores
sistémicos, entre los que se encuentran:

- Alteraciones nutricionales: Las carencias nutricionales, como déficit
de hierro o vitaminas estan ligadas a alteraciones en el recambio
celular, y reparacién de epitelios, por lo que se debera tener en
cuenta sobre todo en pacientes ancianos, donde se produce con
frecuencia desequilibrios nutricionales.

- Dietas ricas en carbohidratos, favorecen el mecanismo de adhesion
del factor patégeno de los hongos a la superficie de la mucosa oral,
aumentando el riesgo de aparicion de estomatitis. Esto mismo se
produce en pacientes con Diabetes Mellitus, donde el alto nivel de
glucosa en saliva favoreceria la adhesion de los hongos.
Enfermedades degenerativas o medicamentos que disminuyan la
respuesta inmunoldgica, como Antibidticos de amplio espectro, o

Inmunosupresores que disminuyan la respuesta inflamatoria, como
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los corticoides, favorecen la colonizacion por hongos de la mucosa
oral y facilitan el desarrollo de la estomatitis.

- La disminucion del nivel de saliva o la xerostomia, frecuente en
ancianos, por la edad y por los multiples medicamentos que toman,
esta relacionada con el desarrollo de estomatitis, en tanto que se
pierde la capacidad antimicrobiana de la saliva, por su funcién de
arrastre asi como por su contenido en péptidos de primera linea de
defensa inmunolégica, como Ig A, lisozimas, histatinas o
lactoferrinas . Cabe destacar también, por la amplitud de su
consumo, el tabaquismo como factor coadyuvante en el desarrollo
de lesiones candidiasicas asociadas a estomatitis por protesis,
aunque algunos autores no lo consideran un factor

predisponente.(20)
1.4.4 Epidemiologia de la Candidiasis Oral

El origen de la mayoria de las candidiasis es un reservorio interno oral o
digestivo (candidiasis enddgenas). La cavidad oral de la cuarta parte de
las personas sanas esta colonizada por levaduras. Estos
microorganismos colonizan también los aparatos digestivo y genital.
Candida Albicans representa alrededor del 80% de estas cepas, pero se
detecta con poca frecuencia la piel o en el ambiente. Otras especies
como C. Parapsilosis, C. Guilliermondii y C. Tropicalis, se aislan en la
piel humana y de animales, las plantas y el suelo. También la
colonizacion es mayor en sujetos que acuden a consultas médicas u
odontologicas (con independencia de la causa de consulta) y en
pacientes hospitalizados. Igualmente sufre variaciones diarias (mayor a
primeras horas la mafiana y a ultimas horas de la tarde). La lengua, el
paladar y resto de la mucosa bucal son los lugares de mayor
colonizacion por orden de frecuencia. Las superficies de las proétesis
extraibles en contacto con la mucosa muestran un mayor grado de
colonizacion que aquellas partes que no contactan con esta. En algunos
casos, la infeccion se puede adquirir de otras personas o de objetos y
superficies (candidiasis exdgenas). Candida Albicans no sobrevive
durante mucho tiempo en superficies secas, pero su supervivencia es
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mayor cuando hay humedad; asi se ha aislado de los cepillos dentales,
de personas colonizadas, de cremas de manos, cosméticos y de la ropa.
(20)

1.4.5 Presentaciones clinicas de la candiasis oral:

v" Agudas: Pseudomembranosa y Eritematosa

v' Crénicas: Pseudomembranosa, Eritematosa e Hiperplasica

v' Lesiones Asociadas: Queilitis angular, estomatitis protésica y glositis
rémbica. (20)

1.4.6 Candidiasis Pseudomembranosa aguda o muguet:

Es frecuente en niflos y ancianos e infrecuente en personas de otras
edades si no hay una enfermedad subyacente grave (infeccion por VIH o
Leucemia). Puede observarse también en personas tratadas con cortico
esteroides en aerosol por proceso asmaticos u obstructivos cronicos
pulmonares. Esta infeccién se caracteriza por la presencia de grumos o
placas blancas o blanco amarillentas (masas de hifas, levaduras, restos
celulares y células epiteliales descamadas) que tienden a confluir y

asientan sobre una mucosa eritematosa. (20)
1.4.7 Candidiasis eritematosa aguda (Candidiasis atréfica aguda)

Es comun y suele ser una complicacion del tratamiento con
antibacterianos de amplio espectro (tetraciclinas). Se define clinicamente
como una zonha rojiza sin presencia de grumos o placas. Las
localizaciones mas comunes son el dorso de la lengua y el paladar,
dando una imagen clasica en espejo. Cuando la lengua esta afectada el
dorso esta depapilado, brillante y liso. El paciente se queja de
dolorimiento o quemazén, tolera mal los alimentos sdélidos y el consumo
de liquidos frios o calientes causa dolor, en ocasiones intenso. Esta
forma de candidiasis es la mas comun en los pacientes infectados por
VIH y también se observa en los tratados con cortico esteroides
inhalados. (20)
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1.4.8

149

Candidiasis hiperplasica

Se confunde con los términos leucoplasia candidiasica y candidiasis
nodular. Es una forma menos frecuente y se presenta como una lesién
asintomatica en placas o pequefios ndédulos blancos adheridos
firmemente a un area eritematosa. Esta estrechamente relacionada con
las leucoplasias no homogéneas a menudo colonizadas por Candida y
con la leucoplasia vellosa de los margenes linguales de pacientes
inmunodeprimidos. La relacion entre la leucoplasia y Candida se basa en
la existencia de dos factores facilitadores comunes; el tabaco y la
gueratosis oral, este tipo de leucoplasia asociada a Candida es muy
comun en las zonas retro comisurales y con menos frecuencia en la

lengua. (20)
Queilitis angular

Se caracteriza por la aparicion de eritema grietas o fisuras en las
comisuras labiales. Intervienen diferentes factores que van desde
anomalias relacionadas con el envejecimiento y la aparicion de arrugas,
la humedad en las comisuras labiales, los defectos protésicos, etc. En
otras ocasiones se trata de una infeccidbn mixta por estafilococos y
Candida sobre todo en personas jévenes, en paciente con VIH la queilitis

suele ser crénica. (20)

1.4.10 Estomatitis Protésica:

Es la forma mas comun de candidiasis oral y se caracteriza por la
presencia de una inflamacion, enrojecimiento del area que sirve de
soporte a una protesis extraible (preferentemente superior palatina),
habitualmente asintomatica. Este proceso puede llegar afectar a mas del
70% de los portadores de prétesis extraibles y es mas frecuentemente
en las mujeres. Su etiopatogenia es multifactorial y comprende factores

protésicos, higiénicos, microbiologicos, dietéticos y sistémicos. (20)

Esta entidad describe cambios patologicos encontrados en los tejidos de

soporte de la prétesis dental, los cuales se suscitan debido a una
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proliferacion fibroepitelial provocada por la interaccién de la mucosa con
la base acrilica o metélica de la prétesis. Clinicamente, esta entidad se
caracteriza por la presencia de un eritema en los tejidos, siento
comunmente encontrada en el maxilar superior y raramente en el maxilar
inferior. La mucosa se encuentra eritematosa, de color rojo, brillante,
eventualmente hemorragica y puede presentarse ademas, con multiples
petequias localizadas en el paladar dura, puede estar acompafiada en
un mismo paciente con queilitis angular o de otras formas de candidiasis
bucal. Sabiendo que las causas son multifactoriales, por el tiempo de las
dentaduras, su uso continio, habitos de higuiene que influyen en el inicio
y progresion de la ESP. Esta patologia se clasifica en 3 tipos de acuerdo
a la apariencia de severidad clinica en los tejidos de soporte de la

protesis:

TIPO I: INFLAMACION SIMPLE LOCALIZADA: Caracterizada por la
presencia de petequias, inflamacién de pequeias areas delimitadas en

la superficie palatina, causada por el mal ajuste de la protesis.

TIPO 1I: INFLAMACION SIMPLE GENERALIZADA: Inflamacion difusa
en toda la superficie de la mucosa de soporte de la protesis. Esta area
aparece con edema, eritema y puede presentar sangramiento. Esta

demarcada por los margenes de la protesis.

TIPO 1lI: INFLAMACION GRANULAR O PAPILAR HIPERPLASICA:
Caracterizada porque la mucosa palatina presenta un aspecto
inflamatorio granular. Esta inflamacion puede presentarse en toda la

mucosa o0 solamente en la parte central del paladar. (20)
1.4.11 Diagnostico microbioldgico de la candidiasis oral:

El diagndstico clinico de la candidiasis oral es relativamente sencillo,
pero debe ser confirmado por la observacion microscépica de Candida
en las muestras orales y por aislamiento en cultivo. La observacién
microscopica se puede hacer en fresco, pero una tincidn rapida como la
del Gram, puede facilitar la visién de las levaduras y Pseudomicelios de

Candida que se tifien de color violeta azul oscuro intenso. También
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pueden emplearse tinciones histologicas como PAS o metenamina —
plata para observar mejor la morfologia fungica en los tejidos obtenidos
por biopsia. El cultivo se realiza en las placas de agar glucosado de
Sabouraud con cloranfenicol o gentamicina (inhiben el crecimiento de las
bacterias), que permite el crecimiento selectivo de los hongos. Hay otros
medios de cultivo que facilitan la identificacion presuntiva y rapida (18 a
48 horas) de la cepa segun el color de las colonias (medios
cromogénicos). Entre estos medios resalta CHROMagar Candida, donde
Candida Albicans crece formando colonias lisas verdes, Candida
Tropicalis las origina lisas azules, C. Krusei rugosas y rosas. Otro medio
interesante es el agar Candida ID en el que C. albicans crece en forma
de colonias lisas y azules; C. Tropicalis y C. Guilliermondii las originan
rosas y el resto de las especies blancas. En el laboratorio de micologia,
la identificacion de C.Albicans se efectia habitualmente mediante la
realizacion de la prueba de filamentacion en suero (incubacion del
aislamiento a 37°C en suero de caballo durante 2 horas y visualizacion
con el microscopio de la presencia de tubos germinales, caracteristicos
de C. Albicans observacion de la morfologia microscopica y produccion
de clamidoconidios en agar harina de maiz — Tween80 (después de una
incubacion a 24°C durante 3-7 dias). Si el aislamiento clinico no produce
tubo germinal o clamdoconidios probablemente pertenece a una especie
diferente de C. Albicans y se realizan pruebas de fermentacion y
asimilacion de hidratos de carbono, su diferenciacion de C. Albicans
resulta mas dificil y debe realizarse sobre la base de sus caracteristicas
genotipicas ( por medio de hibridacion de amplificacion de ADN por
PCR), su incapacidad de crecer a 45°C,su reactividad con antisueros
especificos y sus perfiles caracteristicos de asimilacion de fuentes de
carbono. (20)

34



1.4.12 Factores Predisponentes:

1.4.12.1 Higiene oral deficiente

La estomatitis protésica aparece mas frecuentemente en
portadores de proétesis con mala higiene oral. La presencia de
placa bacteriana favorece la colonizacion por parte
de Candidas tanto en la superficie de las prétesis como en la
mucosa. Al manipular la protesis para colocarsela, los
pacientes pueden infectarse las superficies dactilares
por Candida, y crear asi un circulo de reinfeccion sucesiva
entre los dedos y la cavidad oral y viceversa. Por eso es
importante insistir en las medidas de higiene personal entre

las que se incluye un correcto lavado de las manos. (4)

La implantacion de programas preventivos de salud oral en
los pacientes de edad avanzada nos permitiria prevenir la
enfermedad. Las medidas de estos programas incluyen el
adiestramiento de los cuidadores y responsables de estos

pacientes cuando son dependientes de terceras personas. (4)
1.4.12.2 Factores dependientes del huésped

La Candida tiene mayor capacidad de infeccion si el terreno le
es favorable. Se sabe que los pacientes de edad avanzada
presentan mejores condiciones para desarrollar la patologia.
Su flujo salival es reducido, con lo cual carecen de lisozimas,
lactoferrina y las citoquinas salivares que inhiben y controlan
el crecimiento de las Candidas, y normalmente no tienen las
mejores condiciones higiénicas. Ademas, la formacién de una
pelicula salival sobre todas las superficies es un método de
proteccion para la cavidad oral. La union de inhibidores de las
proteasas al polimetilmetacrilato de las proétesis varia entre
individuos, y esto explica la mayor susceptibilidad de algunos
sujetos a la colonizacion por parte de los hongos. Los sujetos

con problemas de inmunocompetencia y con enfermedades
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1.4.12.3

sisttmicas asociadas, tales como la diabetes tienen
problemas similares. La inmunidad celular mediada por las
células T helper (CD4+) activa las citoquinas salivares Thl 'y
Th2, que se consideran las responsables de la resistencia a la
infeccion por Candida. (4)

El hecho de no quitarse la prétesis por las noches y de fumar
son los dos factores que provocan mayor inflamacion. (4)

Factores dependientes de la proétesis

El simple hecho de portar la prétesis ya es un factor
predisponente para la patologia. Se crea un ambiente
cerrado, mas anaerobio, entre la proétesis colocada en la boca
y la mucosa, con lo cual se favorece el crecimiento de
las Candidas, pudiendo pasar las mismas de ser un hongo
comensal en la mucosa a ser un parasito que infecte la

mucosa. (4)

Las protesis extraibles generalmente estan formadas en su
totalidad o en buena parte por resina de polimetil metacrilato.
Sobre dicho sustrato la Candida es capaz de generar una
matriz extracelular diferente a la que generan sobre otra
superficie, esta forma de crecimiento se Illama biofilm.
Dicho biofilm contiene menos proteinas e hidratos de carbono
y mas glucosa y galactosa que si la Candida creciese en
condiciones normales. Estas diferencias explican que
el biofilm presente mayor resistencia a los tratamientos
antifangicos, y productos con amfotericina B, nistatina,
clorhexidina y fluconazol no han sido capaces de eliminar la
Candida en dichas condiciones. Si ademas la superficie de la
resina es rugosa Yy tiene una elevada porosidad, se favorece
la acumulacién de residuos Yy la aparicién de la enfermedad.

Las proétesis rebasadas con materiales blandos presentan el
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mismo problema, si bien en mayor grado por la facilidad de

deterioro de dichos materiales. (4)

1.4.13 Factores especificos que afectan la distribucion de Candida Albicans en
la cavidad oral:

1.4.13.1 Saliva:

Se ha demostrado que la saliva reduce la capacidad por parte
de C. albicans de adherirse sobre el acrilico de las protesis
dentales, mientras que el suero, el cual puede entrar en la
cavidad bucal como resultado de un trauma en la mucosa,
incrementa la adhesion. En otro estudio se sugirio que las
mucinas salivales eran las que actuaban como receptores de
las nano proteinas de superficie de C. albicans. Esto fue
confirmado posteriormente al comprobarse  que C.
albicans adsorbia selectivamente las mucinas salivales, lo cual
aumentaba la capacidad por parte de las levaduras de

adherirse sobre la superficie de acrilico de las proétesis.(28)

Se ha podido determinar que, la reduccion de los niveles de
humedad en la cavidad bucal, favorece el crecimiento de
bacterias como Staphylococcus aureus, que es resistente a la
desecacion e inhibe a otros microorganismos comensales que

necesitan de altos niveles de humedad.(28)

También se ha reportado que, en presencia de pH salival bajo
y de altas tensiones de O, se altera el medio ambiente bucal,
trayendo como resultado una reduccién en el ndamero de
microorganismos de los
GénerosVelllonella, Neisseria y Micrococcus, asi como un
incremento en el nimero de S. mutansy de especies

pertenecientes a los Géneros Candida y Lactobacillus. (28)

37



1.4.13.2 Ph

Se ha sugerido que el medio ambiente acido favorece la
colonizacion de la cavidad bucal por parte de especies
de Candida. También se han observado valores bajos de pH en
muestras de placa dental obtenidas de protesis removibles
superiores de pacientes con E.S.P., quienes mantenian dietas

ricas en glucosa y sacarosa.(28)
1.4.13.3 Adherencia:

Las interacciones entre C. albicansy el hospedero son
complejas. En este sentido, se ha sugerido que en los
mecanismos de adherencia estan involucradas interacciones
entre los ligando de Candiday los receptores de las células
hospederas: Por otra parte, se ha sefialado que las
blastosporas de Candida se adhieren mejor a las células de la
mucosa bucal y al acrilico de las protesis, cuando se hallan en
la fase estacionaria que cuando estan en la fase exponencial

de crecimiento.(28)
1.4.13.4 Hidrofobicidad de la superficie celular:

Se ha demostrado que la hidrofobicidad de la superficie celular
estd relacionada con la adherencia de blastosporas
de Candida a las células epiteliales humanas y a los materiales

plasticos.(28)

Por otra parte, se ha sugerido que los cambios que se suscitan
en las proteinas de la capa externa de la pared celular de C.
albicans, son los responsables de las variaciones hidrofébicas
a hidrofilicas en esta especie. Las células hidrofébicas de C.
albicans se unen difusamente y abundantemente a los tejidos
del hospedero, en tanto que la unién de las células hidrofilicas
se restringe a sitios especificos del hospedero. Las células

hidrofilicas deC. albicans se unen a regiones con macréfagos,
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en contraste con las células hidrofébicas, las cuales se unen a
los tejidos en aquellos lugares del hospedero libres de
macrofagos, por lo que las células hidrofilicas son mas faciles
de remover del organismo por fagocitosis que las células
hidrofébicas, las cuales pueden colonizar el epitelio. (28)

La adherencia de las especies de Candida a las superficies
plasticas es mediada por fuerzas de atraccion de London-van
der Walls (fuerzas hidrofébicas y fuerzas electrostaticas).
Asimismo, la habilidad de las especies de Candida para
adherirse a las superficies de acrilico de las protesis, puede
conferirle a estos microorganismos un acceso directo al

hospedero humano.(28)

1.4.15 Tratamiento de la candidiasis oral:

Debe contemplar la solucion de los factores predisponentes y la
eliminacion de la infeccion mediante el empleo de antifingicos
apropiados. La correccion de los factores sistémicos (control de la
diabetes o la ferropenia) y de los locales (colocacién de una protesis
removible correcta o disminucion de la xerostomia) son fundamentales.
La nistatina y los azoles topicos (miconazol, clotrimazol, econazol). Son
productos utiles en el tratamiento inicial de las candidiasis, mientras que
el ketoconazol y los triazoles ( fluconazol e itraconazol) son mas eficaces

en candidiasis recidivantes o resistentes a otros tratamientos (VIH). (20)
El fracaso terapéutico puede deberse a multiples causas:

a) Desarrollo de resistencia al antifingico (resistencia microbiolégica
adquirida)

b) Seleccion de poblaciones fangicas poco sensibles por el
antifangico empleado (resistencia microbioldégica primaria o
innata)

C) Infeccion por un nuevo aislamiento de la misma o de distinta
especie fangica resistente al antifangico empleado ( reinfeccion)

d) Incumplimiento del tratamiento por parte del paciente.
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e) Concentraciones inadecuadas del antifingico por interaccion con
otros farmacos o mal absorcion

f) Combinacién de varios de estos factores. En el caso de candida
albicans la presencia de resistencias es menos que en especies
como C. Krusei o C. Glabrata (intrinsecamente menos sensibles

al fluconazol). (20)
Se han propuesto varios mecanismos de resistencia:

o Permeabilidad reducida de la membrana celular al antifingico
(mas probable para el fluconazol que para un compuesto muy
lipéfilo como elitraconazol.

o Desvios posibles en la altura de sintesis del ergosterol

o Produccion excesiva de enzimas dependientes del citocromo

o Mutacion enzimatica con disminucion de la afinidad de unién del
antifangico

o Existencia de una bomba de flujo que elimina el antifingico que

entra en la célula fungica. (20)

Consiste en ensefar al paciente las medidas higiénicas individuales y de
la prétesis. Se le debe indicar dormir sin la misma, colocando la proétesis

en una solucién de clorhexidina a concentracion entre el 0,12 y el 2%.

Los antifangicos pueden ser agentes poliénicos (nistatina y amfotericina
B), imidazoles (clotrimazol, miconazol y ketoconazol) o triazoles
(fluconazol e itraconazol), aunque conocemos la resistencia del biofilm a

dichos tratamientos.(20)

Indicaremos tratamiento antifUngico cuando el paciente refiera una
clinica de dolor o sensacién de ardor, o bien exista riesgo de infeccion
faringea o sistémica y se tiene que alargar cuatro semanas. Las pautas

de tratamiento de los diferentes antifingicos se presentan en:

- Ketoconazol, tdpico, al 2%, (3 veces al dia durante 15 dias).
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- Fluconazol de uso sistémico (50 mg/dia durante 14 dias), muy
eficaz para la estomatitis que no responden a los tratamientos
locales, o en pacientes inmunodeprimidos. Se puede combinar su
uso con el de gluconato de clorhexidina al 2% sobre la base de la
protesis.

- Anfotericina B: Se presenta en tabletas, cremas o enjuagues. No se
puede usar con acondicionadores de tejido y se recomienda, como
el anterior combinado con clorhexidina .La utilizacion de
antifingicos en la mezcla de los acondicionadores de tejidos,
puede estar indicada en aquellos pacientes con dificultad para la
limpieza de su protesis, si bien su efecto no es duradero y habria

gue reemplazarlo con cierta frecuencia.(20)

El tratamiento protésico, se basa en un analisis inicial del desajuste. Si
existe un problema de desequilibrio oclusal de la proétesis, este sera un
imperativo En resumen, los puntos clave para prevenir y tratar la

estomatitis protésica se basan en:

- Educar al paciente en las medidas higiénicas adecuadas de boca

y protesis
- Retirar la prétesis para descanso nocturno de la mucosa bucal.
- Programa de revision y mantenimiento de las protesis cada afio.

- Tratamiento médico y protésico adecuado cuando la estomatitis

esté instaurada. (20)
1.5 Métodos de difusién con discos (Bauer — Kirby):

Esta prueba de sensibilidad es evaluada y revisada continuamente por la
NCCLS( National Comité for Clinical Laboratory ) , es el método mas
utilizado en microbiologia, por obtener resultados exactos y precisos
mediante un procedimiento sencillo.

Para informar los resultados de esta prueba, generalmente se utiliza

antibiograma. Estos resultados se utilizan como métodos cuantitativos
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clasificando a los microorganismos en sensible, intermedio y resistente
segun la sustancia a evaluar.
En esta investigacion basada en la respuesta de la Candida Albicans se
utilizaran los mismos criterios informando de la siguiente manera.
Sensible: Zona de inhibicion superior a 15mm.

Intermedio: Zona de inhibicion inferior a 15mm.

Resistente: No existe zona de inhibicion. (11)

1.5.1 Halo de Inhibicion:

La distancia que inhibe el crecimiento del microorganismo
inoculado en el medio se denomina halo de inhibicién o zona de
inhibicion y se mide en mm y es inversamente proporcional a la
CMI.
El tamafio del halo de inhibicion es influenciada por diversos
factores. Entre ellos tenemos:

e Medio de cultivo

e Estabilidad de la sustancia a evaluar

e Capacidad de difusion de la sustancia a evaluar

e Cantidad de microorganismo

e Periodo de incubacion

Estos factores pueden afectar el resultado de la prueba, por tal

motivo se debe tener cuidado al realizar el procedimiento. (11)

2. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS:
A.- ANTECEDENTES INTERNACIONALES:

Inlago Guasgua, Maria Inés. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICOTICA IN VITRO DEL EXTRACTO DE TOMILLO (THYMUS
VULGARIS) EN COMPARACION CON LA NISTATINA Y EL
GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.2% SOBRE CEPAS DE
CANDIDA ALBICANS (14) Este trabajo de investigacion se realiz6 en la

Universidad central del Ecuador - Quito donde se utilizé el extracto de
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tomillo el cual presenta actividad antimicética in vitro contra cepas
bacterianas de la Candida Albicans, cuantitativamente el aceite esencial
de tomillo registra los halos de mayor inhibicion en los tratamientos de
las concentraciones mas altas puesto a prueba sobre los cultivos de
hongo.

Gerrero Hurtado Juana del Carmen. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
PELARGONIUM PELTAUM (L) L HER SOBRE STREPTOCOCCUS
MUTANS, STREPTOCOCCUS SANGUIS Y STREPTOCOCCUS MITIS
FRENTE A CLORHEXIDINA. Este trabajo de investigacién se realizé en
la Universidad de Cuba donde el extracto acuoso de Pelargonium
peltatum tuvo actividad antibacteriana sobre Streptococcus

mutans, Streptococcus mitis y Streptococcus sanguis.
B.- ANTECEDENTES NACIONALES:

Matute Centeno, Maria Elena. EVALUACION IN VITRO DEL
EXTRACTO DE PIPER ANGUSTIFOLIUM (MATICO) Y LA
CLORHEXIDINA COMO ANTISEPTICOS BUCALES. (21) Esta
investigacion se realiz6 en la Universidad Federico Villareal donde se
obtuvo que el diametro del halo de inhibiciobn sobre el estreptococos
mutans Yy lactobacilos a las 24 horas fue mayor en el extracto alcohdlico
de matico que la Clorhexidina al 0.12%; y el diametro del halo de
inhibicion sobre el estreptococos mutans y lactobacilos a las 48 horas fue

mayor el extracto alcohdlico de matico que la Clorhexidina al 0.12%.

Tello Vivanco, Janina. ACCION ANTIMICROBIANA DEL ANACARDIUM
OCCIDENTALE SOBRE CANDIDA ALBICANS Y STAPHYLOCCUS
AUREUS. ESTUDIO IN VITRO. (32) Esta investigacion se realizé en la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos donde el aceite de la
cascara de la nuez del Anacardium occidentale no mostré actividad
antifangica significativa en la prueba de difusion en agar contra Candida
albicans ATCC 10231 ni en Candida albicans cepa clinica; El tiempo y la

temperatura de almacenamiento del aceite de la cascara de la nuez del
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Anacardium occidentale no influye en su actividad antifingica ni

antimicrobiana.
C.- ANTECEDENTES LOCALES:

Miranda Junco, Cesar Isidro. EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO
DEL EXTRACTO ACUOSO DE SEMILLAS DEL CITRUS PARADISI
(KILOL) Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12%, EN
STREPPTOCOCCUS MUTANS. (22) Se observa que a las 24 horas el
extracto acuoso de semillas de citrus paradisi presenta un halo maximo
de 37mm y un minimo de 28mm , a las 48 horas presenta un halo
maximo de 37mm y un minimo de 27mm y a las 72 horas, presenta un
halo maximo de 35mm y minimo de 27mm. Decimos que el extracto
tiene efectos positivos antibacterianos y que el efecto tiende a disminuir

con el tiempo.

Apaza Villasante, Karla Wendy. DETERMINACION IN VITRO DE LA
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO DE
ERYTHROXYLUM COCA SOBRE EL STREPTOCOCCUS MUTANS. (1)
El extracto etandlico de la hoja de Erythroxylum novogranatense var.
truxillense tuvo una mayor actividad antibacteriana que el alcohol al 96%

frente a Streptococcus mutans.

Choque Yaya, Selene Edith. EFECTO ANTIBACTERIANO Y
ANTIFUNGICO IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANUN
VULGARE Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12%
ENTEROCOCCUS FAECALIS Y CANDIDA ALBICANS. (10) El aceite
esencial de oreganun vulgare al 20%, 50% y 100%, demostré poseer
mejor actividad antimicrobiana y antifingica que el gluconato de
clorhexidina al 0.12% al presentar diferencia significativa sobre el
enterococcus faecalis y candida albicans, lo cual demuestra la mayor

eficacia del aceite esencial de oreganun vulgare.
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3. HIPOTESIS:

Siendo el gluconato de Clorhexidina un medicamento colutorio de primera
opcion, por su accion antibacteriana y antifingica. Ademéas el extracto
acuoso del citrus paradisi kilol, posee accion bactericida y antifingica,
debido a que contiene dentro de su composicion Naringina, Espiridina,
Limoneno.

Es probable que el citrus paradisi Kilol, tenga igual efecto contra la candida
albicans que el gluconato de clorhexidina al 0.12%
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CAPITULO IlI:
METODOLOGIA
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1. Ambito de estudio:

El estudio se realizé en el laboratorio VET GEN BIOLABORATORIOS
Arequipa.
El Laboratorio de VET GEN dispone del equipo necesario para realizar la

fase experimental.

2. Tipoy disefio de investigacion:
A. Tipo de Estudio:

El presente trabajo es experimental porque se aplicé el kilol y la
clorhexidina al 0.12% sobre la Candida Albicans, para establecer su
efecto antifungico.

B. Disefio de Investigacion:
e De acuerdo alatemporalidad:

Longitudinal: Porque queremos establecer el efecto antifungico del
Kilol y la Clorhexidina sobre la Candida Albicans a las 24, 48y 72

horas.
e De acuerdo al lugar donde se obtendran los datos:

La presente investigacion es laboratorial porque la investigacion fue

procesada en un ambito especifico, que es el laboratorio.
e De acuerdo al momento de larecoleccion de datos:

La presente investigacion es prospectiva, porque la informacion se

obtuvo después de la ejecucion del proyecto de tesis.
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e De acuerdo a lafinalidad investigativa:

La presente investigacion es Comparativa, puesto que establecid
diferencias y/o semejanzas entre el kilol y la clorhexidina como
antifungico (Candida Albicans).

3. UNIDAD DE ESTUDIO
Las unidades de estudio fueron cepas de Candida Albicans
estandarizadas, las cuales fueron sometidas a la accion del Kilol y el
gluconato de Clorhexidina.

4. POBLACION Y MUESTRA

La poblacién estuvo constituida por cepas de Candida Albicans ATCC
10231

Muestra: La presente investigacion trabajé con una muestra cuyo tamafo se

establecio a través de la siguiente formula.
n=Z7Zu?p.q
EZ
Donde:
n: Tamafo de la muestra.
a : Nivel de confianza del estudio : 95 %

En la escala Z; 95% = 1.96

p: Probabilidad que ocurre el fendmeno (%): 99%
q:100-p=1%
E: Error muestral 10% (in vitro)
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Reemplazado:

n: (1.962) (99) (1)

72

n:7.75=8

- Segun la férmula se necesitaran 8 unidades de estudio por cada grupo

de trabajo.

o grupo 1: concentracion de Kilol 25%

o grupo 2: concentracion de Kilol al 50%

o grupo 3: concentracion de Kilol al 75%

o grupo 4: concentracion de Kilol al 100%

o grupo 5: gluconato de Clorhexidina al 0.12%).

CRITERIOS DE INCLUSION

- Cepas de Candida Albicans que se encuentren correctamente
conservadas a temperaturas bajas.

- Conservacion por transferencia periodica.

- Conservacion por suspension en agua destilada o en agua

estéril.

5. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS:

a) Definicion Operacional de Variables:

Variables Principales:

1. Variables Estimulo:

- Semillas del citrus Paradisi (KILOL)

- Gluconato de Clorhexidina.
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2. Variables Respuesta:

- Efecto antifungico

SUB ESCALA
VARIABLES INDICADORES | INDICA- | NATURALEZA DE, TIPO
DORES MEDICION
Extracto Concentracion Cualitativa Ordinal Estimulo
acuoso  de | 25%
citrus
paradisi Concentracion
(kilol) 50%
Concentracion
75%
Concentracion
100%
Gluconato de Estimulo
Clorhexidina
Efecto Halo de | mm. Cuantitativo Razon Respuesta
antifangico Inhibicion.

b) Técnicas e Instrumentos de Recoleccidn.

- Técnicas:

En la presente investigacion, la técnica que se utlizo fue la

Observacion.

- Instrumentos:

En la presente investigacion, el instrumento que se utilizé fue la Ficha
de Observacién Laboratorial. (ANEXO 1).
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Procedimientos para larecoleccion de datos:

1.- Kilol: El extracto acuoso de toronja y acido ascoérbico, de forma

comercial, con las siguientes caracteristicas:

Producto Peruano

Fabricado por: QUIMTIA S.A— Mz B Lote 1 Urb. Industrial
las Praderas de Lurin Lima.

Autorizacién Sanitaria: Digesa

Profesional Responsable: Q.F.Alfredo Mendoza E./
C.Q.F.P.10275

Composicion: Cada 100ml contiene.

a. DF. 100 (Acido Ascérbico 18.0%)
b. Extracto de semilla de Toronja 38%.......... 5%
C. Excipientes C.S.p....coovviiiiiii 100%

Preparacion del medio Saboraud 2% : para cultivo de Candida

Albicans

Pesar 47g de medio Saboraud en un frasco Pirex
Agregar agua destilada estéril hasta completar a 1000 ml
Disolver por agitacion

Calentar en un mechero bunsen hasta disolver

completamente

uso.

Llevar al autoclave por 15 minutos a 121° C

Colocar en bafio maria hasta lograr una temperatura de 50°
C

Plaquear aproximadamente 20 ml en cada placa Petry
descartable.

Enfriar hasta solidificar

Rotular y colocar en refrigeraciéon (2° C a 7° C) hasta su
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3.- Dilucién del Kilol

3.1. 100% - No dilucion.

3.2.  50% - 50ml Kilol + 50mlI de agua destilada estéril.
3.3.  75% - 75ml Kilol + 25ml de agua destilada estéril
3.4. 25% - 25ml kilol + 75ml de agua destilada estéril.

4.- Clorhexidina 0.12%

5.- Preparacién de discos

Cortar discos de 5 mm de papel filtro Watman #4 con un
sacabocado

Esterilizar los discos a 121° C por 20 minutos a 1.2 bar de

presion

Colocar 5ul de cada dilucidn en los discos estériles, y secar.

6.- Cultivo de la Candida Albicans:

Romper la ampolla del tubo conteniendo la cepa liofilizada de
Candida albicans

Tomar parte de la cepa con un asa estéril y cultivar por
agotamiento en la superficie del agar Saboraud.

Incubar por 48 horas a 37° C

7.- Preparacion de la suspension de Candida albicans

En un frasco pirex conteniendo 50 ml de agua destilada estéril
preparar una suspension igual al estandar MacFarlan 0.5
(Turbidez)

8.- Sembrado de Candida albicans a partir de la suspension con

turbidez 0.5 MacFarland

Secar las placas con Agar saboraud, por 30 minutos en una

estufa a 37°
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- Humedecer un hisopo estéril con la suspensién de Candida
abicans y sembrar en la superficie de 10 placas conteniendo Agar
Saboaud

- Desechar los hisopos en una solucion de 10% de formaldehido

9.- Con una pinza estéril colocar los discos preparados con kilol en 4
diluciones y clorhexidina, en la superficie del agar saboaud,

presionando ligeramente para adherir los discos a la superficie.

10.- Colocar las placas en forma invertida en la incubadora a 37° C
por 48 horas

11.- Hace las lecturas de los diametros de halos de inhibicion de
crecimiento con ayuda de un vernier, a las 24 48 y 72 horas de

incubacion.

9. PRODUCCION Y REGISTRO DE DATOS:
La tabulacion de los datos se llevo a cabo a través de la elaboracion de
una matriz de sistematizacién en una hoja de calculo Excel versién 2010.

Esta matriz nos permitié realizar el procesamiento de la informacion.

La presentacion de los resultados se hizo a partir de la confeccion de
tablas de simple y doble entrada, asi mismo, se elaboraron gréaficos de

barras.

10.TECNICAS DE ANALISIS ESTADISTICO:
El analisis de los datos se realiz6 en dos etapas. En la primera de
caracter descriptivo se hallaron frecuencias absolutas (N°) y frecuencias

relativas (%6).

En la segunda etapa, en la cual se establecio si existen o no diferencias
entre los grupos de estudio, se aplico la prueba estadistica t de Student
a un nivel de confianza del 95%. Cabe resaltar que la totalidad del
proceso estadistico se llevd a cabo con ayuda del software EPI-INFO
VERSION 6.0.
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11.RECURSOQOS:

A. HUMANOS:
- Investigador :Bach. Ana Belén Rodriguez Malaga
- Asesor Director : Mg. Brenda Beltrdn Garate
- Asesor Metodologico : Dr. Xavier Sacca Urday
- Asesor de Redaccion : Dra. Maria Luz Nieto Muriel
- Colaboradores . Dr. Rufo Alberto Figueroa Banda

: Dr. Fernando Fernandez Fernandez.
B. FINANCIEROS:

El presente trabajo de investigacion fue financiado en su totalidad por

la investigadora.

C. MATERIALES:

1. Material Biologico:

- Extracto Acuoso del citrus paradisi (Kilol)

- Gluconato de Clorhexidina

- Cepa de Candida Albicans

2. Equipos de Laboratorio:

- Formaldehido al 10%

- Papel Watman Nro. 4

- Pinza estéril

- Asa
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- Micropipetas de 0.0 — 10 ul

- Puntas de pipetas

- Autoclave

- Balanza analitica

-Incubadora de 37°

- Mechero Bunsen

- Refrigeradora

3. Medios de Cultivo:

- Agar Sabouraud Dextrosa

4. Material de Vidrio:

- Placas Petri

- Probeta graduada

- Tubos de ensayo.

5. Material de escritorio:

- Computadora e impresora

- Camara fotogréfica digital

- Utileria en general.

D. INSTITUCIONALES:

Universidad Alas Peruanas — Filial Arequipa
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CAPITULO IV:
RESULTADOS Y DISCUSION
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1.- Presentacion de resultados

TABLA N° 1
COMPORTAMIENTO DE LA CLORHEXIDINA FRENTE A LA CANDIDA
ALBICANS
Halo — Medicién (mm)
Clorhexidina
48 horas 72 horas
Media Aritmética (Promedio) 7.56 7.47
Desviacion Estandar 0.39 0.40
Halo Minimo 7.10 7.05
Halo Maximo 8.35 8.40
Total 8 8
Fuente: Matriz de datos P =0.649 (P 20.05) N.S.

INTERPRETACION:

En la presente tabla podemos apreciar el comportamiento de la Clorhexidina al
0.12% frente a la Candida Albicans; observandose que a las 48 horas de
aplicado el estimulo, se formé un halo de inhibiciébn promedio de 7.56 mm, este
valor disminuy6 hasta 7.47 mm a las 72 horas.

Segun la prueba estadistica, las diferencias encontradas de los halos de
inhibicién entre las 48 y 72 horas, no son significativas, es decir, el efecto de la

clorhexidina llega su maximo a las 48 horas y a partir de alli se mantiene.
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GRAFICO N° 1

COMPORTAMIENTO DE LA CLORHEXIDINA FRENTE A LA CANDIDA
ALBICANS
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TABLA N° 2

COMPORTAMIENTO DEL KILOL AL 25% FRENTE A LA CANDIDA

ALBICANS
Halo — Medicidn
Kilol — 25%
48 horas 72 horas
Media Aritmética (Promedio) 8.10 8.03
Desviacion Estandar 0.20 0.56
Halo Minimo 7.65 7.15
Halo Maximo 8.25 8.75
Total 8 8
Fuente: Matriz de datos P =0.750 (P 20.05) N.S.

INTERPRETACION:

En la presente tabla podemos apreciar el comportamiento del Kilol al 25%
frente a la Candida Albicans; observandose que a las 48 horas de aplicado el
estimulo, se formd un halo de inhibicion promedio de 8.10 mm, este valor

disminuyo hasta 8.03 mm a las 72 horas.
Segun la prueba estadistica, las diferencias encontradas de los halos de

inhibicién entre las 48 y 72 horas, no son significativas, es decir, el efecto del

Kilol al 25% llega su maximo a las 48 horas y a partir de alli se mantiene.
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GRAFICA 2

COMPORTAMIENTO DEL KILOL AL 25% FRENTE A LA CANDIDA
ALBICANS
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TABLA N° 3

COMPORTAMIENTO DEL KILOL AL 50% FRENTE A LA CANDIDA

ALBICANS
Halo — Medicidn
Kilol — 50%
48 horas 72 horas
Media Aritmética (Promedio) 8.40 8.27
Desviacion Estandar 0.38 0.61
Halo Minimo 8.00 7.00
Halo Maximo 8.95 8.95
Total 8 8
Fuente: Matriz de datos P =0.618 (P 20.05) N.S.

INTERPRETACION:

En la presente tabla podemos apreciar el comportamiento del Kilol al 50%
frente a la Candida Albicans; observandose que a las 48 horas de aplicado el
estimulo, se formd un halo de inhibicion promedio de 8.40 mm, este valor

disminuy6 hasta 8.27 mm a las 72 horas.
Segun la prueba estadistica, las diferencias encontradas de los halos de

inhibicién entre las 48 y 72 horas, no son significativas, es decir, el efecto del

Kilol al 50% llega su maximo a las 48 horas y a partir de alli se mantiene.
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GRAFICA N° 3

COMPORTAMIENTO DEL KILOL AL 50% FRENTE A LA CANDIDA
ALBICANS
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TABLAN° 4

COMPORTAMIENTO DEL KILOL AL 75% FRENTE A LA CANDIDA

ALBICANS
Halo — Medicidn
Kilol — 75%
48 horas 72 horas
Media Aritmética (Promedio) 9.18 8.56
Desviacion Estandar 0.40 0.40
Halo Minimo 8.65 8.00
Halo Maximo 9.90 9.15
Total 8 8
Fuente: Matriz de datos P =0.056 (P =0.05) N.S.

INTERPRETACION:

En la presente tabla podemos apreciar el comportamiento del Kilol al 75%
frente a la Candida Albicans; observandose que a las 48 horas de aplicado el
estimulo, se formd un halo de inhibicion promedio de 9.18 mm, este valor

disminuy6 hasta 8.56 mm a las 72 horas.
Segun la prueba estadistica, las diferencias encontradas de los halos de

inhibicién entre las 48 y 72 horas, no son significativas, es decir, el efecto del

Kilol al 75% llega su maximo a las 48 horas y a partir de alli se mantiene.
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GRAFICA N° 4

COMPORTAMIENTO DEL KILOL AL 75% FRENTE A LA CANDIDA
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TABLA N°5

COMPORTAMIENTO DEL KILOL AL 100% FRENTE A LA CANDIDA

ALBICANS
Halo — Medicidn
Kilol — 100%
48 horas 72 horas
Media Aritmética (Promedio) 11.95 11.20
Desviacion Estandar 0.61 0.33
Halo Minimo 11.10 10.70
Halo Maximo 12.90 11.55
Total 8 8
Fuente: Matriz de datos P =0.068 (P =0.05) N.S.

INTERPRETACION:

En la presente tabla podemos apreciar el comportamiento del Kilol al 100%
frente a la Candida Albicans; observandose que a las 48 horas de aplicado el
estimulo, se formé un halo de inhibicion promedio de 11.95 mm, este valor

disminuyo hasta 11.20 mm a las 72 horas.
Segun la prueba estadistica, las diferencias encontradas de los halos de

inhibicién entre las 48 y 72 horas, no son significativas, es decir, el efecto del

Kilol al 100% llega su maximo a las 48 horas y a partir de alli se mantiene.
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GRAFICA N° 5

COMPORTAMIENTO DEL KILOL AL 100% FRENTE A LA CANDIDA
ALBICANS
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TABLA N° 6

COMPARACION DE LA CLORHEXIDINA Y EL KILOL AL 25% FRENTE A LA
CANDIDA ALBICANS ALAS 48 Y 72 HORAS

Grupo de Estudio

Halo de Inhibicién

Clorhexidina Kilol — 25%
48 horas
Media Aritmética (Promedio) 7.56 8.10
Desviacion Estandar 0.39 0.20
Halo Minimo 7.10 7.65
Halo Maximo 8.35 8.25
P 0.005 (P <0.05) S.S.
72 horas
Media Aritmética (Promedio) 7.47 8.03
Desviacion Estandar 0.40 0.56
Halo Minimo 7.05 7.15
Halo Maximo 8.40 8.75
P 0.040 (P < 0.05) S.S.
Total 8 8

Fuente: Matriz de datos

INTERPRETACION:

La presente tabla nos muestra que a las 48 horas de aplicados los estimulos, la
clorhexidina logré un halo de inhibicion promedio de 7.56 mm frente al Kilol en
una concentracion de 25% que obtuvo un promedio de 8.10 mm. Segun la
prueba estadistica, estas diferencias son significativas, es decir, el Kilol fue

mas efectivo que la clorhexidina.

A las 72 horas apreciamos que la clorhexidina llegé a un halo de inhibicién
promedio de 7.47 mm, mientras que el Kilol obtuvo un valor de 8.03 mm. Segun
la prueba estadistica, estas diferencias son significativas, es decir, el Kilol fue

mas efectivo que la clorhexidina.
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GRAFICA N° 6

COMPARACION DE LA CLORHEXIDINA Y EL KILOL AL 25% FRENTE A LA
CANDIDA ALBICANS A LAS 48Y 72 HORAS
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TABLA N° 7

COMPARACION DE LA CLORHEXIDINA Y EL KILOL AL 50% FRENTE A LA
CANDIDA ALBICANS A LAS 48 Y 72 HORAS

Halo de Inhibiciéon

Grupo de Estudio

Clorhexidina Kilol — 50%
48 horas
Media Aritmética (Promedio) 7.56 8.40
Desviacion Estandar 0.39 0.38
Halo Minimo 7.10 8.00
Halo Maximo 8.35 8.95
P 0.001 (P <0.05) S.S.
72 horas
Media Aritmética (Promedio) 7.47 8.27
Desviacion Estandar 0.40 0.61
Halo Minimo 7.05 7.00
Halo Maximo 8.40 8.95
P 0.008 (P < 0.05) S.S.
Total 8 8

Fuente: Matriz de datos

INTERPRETACION:

La presente tabla nos muestra que a las 48 horas de aplicados los estimulos, la

clorhexidina logré un halo de inhibicion promedio de 7.56 mm frente al Kilol en

una concentracion de 50% que obtuvo un promedio de 8.40 mm. Segun la

prueba estadistica, estas diferencias son significativas, es decir, el Kilol fue

mas efectivo que la clorhexidina.

A las 72 horas apreciamos que la clorhexidina llegé a un halo de inhibicién

promedio de 7.47 mm, mientras que el Kilol obtuvo un valor de 8.27 mm. Segun

la prueba estadistica, estas diferencias son significativas, es decir, el Kilol fue

mas efectivo que la clorhexidina.
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GRAFICA N° 7

COMPARACION DE LA CLORHEXIDINA Y EL KILOL AL 50% FRENTE A LA
CANDIDA ALBICANS A LAS 48 Y 72 HORAS
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TABLA N° 8

COMPARACION DE LA CLORHEXIDINA Y EL KILOL AL 75% FRENTE A LA
CANDIDA ALBICANS A LAS 48 Y 72 HORAS

Grupo de Estudio

Halo de Inhibiciéon

Clorhexidina Kilol — 75%
48 horas
Media Aritmética (Promedio) 7.56 9.18
Desviacion Estandar 0.39 0.40
Halo Minimo 7.10 8.65
Halo Maximo 8.35 9.90
P 0.000 (P <0.05) S.S.
72 horas
Media Aritmética (Promedio) 7.47 8.56
Desviacion Estandar 0.40 0.40
Halo Minimo 7.05 8.00
Halo Maximo 8.40 9.15
P 0.000 (P < 0.05) S.S.
Total 8 8

Fuente: Matriz de datos

INTERPRETACION:

La presente tabla nos muestra que a las 48 horas de aplicados los estimulos, la
clorhexidina logré un halo de inhibicion promedio de 7.56 mm frente al Kilol en
una concentracion de 75% que obtuvo un promedio de 9.18 mm. Segun la
prueba estadistica, estas diferencias son significativas, es decir, el Kilol fue

mas efectivo que la clorhexidina.

A las 72 horas apreciamos que la clorhexidina llegé a un halo de inhibicién
promedio de 7.47 mm, mientras que el Kilol obtuvo un valor de 8.56 mm. Segun
la prueba estadistica, estas diferencias son significativas, es decir, el Kilol fue

mas efectivo que la clorhexidina.
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TABLA N° 8

COMPARACION DE LA CLORHEXIDINA Y EL KILOL AL 75% FRENTE A LA
CANDIDA ALBICANS A LAS 48Y 72 HORAS
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TABLA N° 9

COMPARACION DE LA CLORHEXIDINA Y EL KILOL AL 100% FRENTE A
LA CANDIDA ALBICANS A LAS 48Y 72 HORAS

Grupo de Estudio
Clorhexidina Kilol — 100%

Halo de Inhibicion

48 horas
Media Aritmética (Promedio) 7.56 11.95
Desviacion Estandar 0.39 0.61
Halo Minimo 7.10 11.10
Halo Maximo 8.35 12.90
P 0.000 (P <0.05) S.S.
72 horas
Media Aritmética (Promedio) 7.47 11.20
Desviacion Estandar 0.40 0.33
Halo Minimo 7.05 10.70
Halo Maximo 8.40 11.55
P 0.000 (P < 0.05) S.S.
Total 8 8

Fuente: Matriz de datos

INTERPRETACION:

La presente tabla nos muestra que a las 48 horas de aplicados los estimulos, la
clorhexidina logré un halo de inhibicion promedio de 7.56 mm frente al Kilol en
una concentracion de 100% que obtuvo un promedio de 11.95 mm. Segun la
prueba estadistica, estas diferencias son significativas, es decir, el Kilol fue

mas efectivo que la clorhexidina.

A las 72 horas apreciamos que la clorhexidina llegé a un halo de inhibicién
promedio de 7.47 mm, mientras que el Kilol obtuvo un valor de 11.20 mm.
Segun la prueba estadistica, estas diferencias son significativas, es decir, el

Kilol fue mas efectivo que la clorhexidina.
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GRAFICA N° 9

COMPARACION DE LA CLORHEXIDINA Y EL KILOL AL 100% FRENTE A
LA CANDIDA ALBICANS A LAS 48Y 72 HORAS
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2. Discusioén:

En el presente trabajo se investigo el efecto antifingico del Extracto Acuoso de
semillas de Citrus Paradisi Kilol, comparado con el Gluconato de Clorhexidina
al 0.12% in vitro, en cepas certificadas de Candida Albicans, agente principal
del hongo. El Gluconato de Clorhexidina , que se usa como solucién colutorio, y
gue en ciertas formas sus componentes quimicos inhiben el crecimiento de la
Candida Albicans, también se podria utilizar el extracto acuoso de Citrus
Paradisi Kilol como ya se comprob6 en los diferente tiempos donde responde a
una acciéon en la que el halo de inhibicion es superior a la del Gluconato de
Clorhexidina al 0.12%, determinando que el kilol al 25% formo un halo de
inhibicién a las 48 horas de 8.10mm y a las 72 horas de 8.03mm, a una
concentracion del 50%, logro un halo de 8.40mm a las 48 horas, y de 8.27mm
a las 72 horas. A la concentracion de 75% llego a formar un halo de inhibicion
de 9.18mm a las 48 horas, y de 8.56mm a las 72 horas. Finalmente, a una
concentracion del 100%, formo un halo de 11.95mm a las 48horas, 11.20mm a
las 72 horas. Esto demuestra la eficacia del kilol en sus diferentes
concentraciones frente a la Candida Albicans, al igual que el presente trabajo
demostré su eficacia del Kilol contra el Strepptococcus mutans, Miranda
Junco, Cesar Isidro. Efecto antibacteriano in vitro del extracto de semillas del
citrus paradisi (Kilol) y gluconato de Clorhexidina al 0.12%, en Strepptococcus
mutans. Se observa que a las 24 horas el extracto acuoso de semillas de citrus
paradisi presenta un halo maximo de 37mm y un minimo de 28mm , a las 48
horas presenta un halo maximo de 37mm y un minimo de 27mmy a las 72
horas, presenta un halo maximo de 35mm y minimo de 27mm. Decimos que el
extracto tiene efectos positivos antifingicos y que el efecto tiende a disminuir

con el tiempo.
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CONCLUSIONES

PRIMERA:

El gluconato de clorhexidina al 0.12% form6 un halo de inhibicidn, a las 48
horas, de 7.56 mm vy, a las 72 horas, de 7.47 mm, demostrando asi su
efectividad frente a la Candida Albicans.

SEGUNDA:

El Kilol al 25% formé un halo de inhibicion, a las 48 horas, de 8.10 mmy a las
72 horas de 8.03 mm; a una concentracion del 50%, logré un halo de 8.40 mm
alas 48 horas y de 8.27 mm a las 72 horas. A la concentracion de 75%, llego a
formar un halo de inhibicién de 9.18 mm a las 48 horas y de 8.56 mm a las 72
horas. Finalmente, a una concentracion del 100% formé un halo de 11.95 mm a
las 48horas y 11.20 mm a las 72 horas. Esto demuestra la efectividad del Kilol,

en sus diferentes concentraciones, frente a la Candida Albicans.

TERCERA:

Comparando el gluconato de clorhexidina al 0.12% con las diferentes
concentraciones de Kilol, queda demostrado que desde la concentracion del
25% el Kilol es mas efectivo que la clorhexidina. Contrastando estos resultados

con la hipotesis planeada, esta se rechaza, pues el Kilol resulté siendo mejor.
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RECOMENDACIONES

PRIMERA:

Dado los resultados, se recomienda a los cirujanos dentistas que pueden,
como parte de sus protocolos de atencidn, optar por el extracto de Kilol como
tratamiento alternativo para la Candida Albicans, siendo suficiente una
concentracion al 25%.

SEGUNDA:
Se recomienda a los Cirujanos Dentistas que sugieran a sus pacientes la
utilizacion del Kilol para la desinfeccion de sus protesis completas y/o

removibles, dado que es un producto economico y facil de conseguir.

TERCERA:
Se sugiere se lleve a cabo un trabajo de investigacion donde se pruebe las
propiedades antibacterianas del Kilol frente a la Prebotella gingival, que es una

agente de la gingivitis.
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ANEXO 1 MATRIZ DE DATOS

48 horas
clorhexidina
12,5% kilol 100% | kilol 75% kilol 50% kilol25%
disco 1 7.70 12.10 9.15 8.00 7.95
disco 2 8.35 11.10 9.90 8.00 8.25
disco 3 7.65 12.05 8.75 8.45 8.25
disco 4 7.65 11.20 9.40 8.85 8.20
disco 5 7.65 12.60 9.45 8.95 8.15
disco 6 7.30 12.90 9.20 8.65 7.65
disco 7 7.15 11.80 9.00 8.00 8.10
disco 8 7.10 11.85 8.65 8.35 8.25
Promedio 7.57 11.95 9.19 8.41 8.10
72 horas
clorhexidina
12,5% kilol 100% | kilol 75% kilol 50% kilol25%
disco 1 7.35 10.80 8.50 8.35 7.15
disco 2 8.40 11.40 9.15 7.00 8.75
disco 3 7.35 11.50 8.15 8.50 8.30
disco 4 7.55 10.70 8.75 8.95 8.60
disco 5 7.55 11.20 8.85 8.65 7.55
disco 6 7.05 11.55 8.85 8.75 7.55
disco 7 7.30 11.00 8.25 8.00 8.10
disco 8 7.25 11.50 8.00 8.00 8.25
Promedio 7.48 11.21 8.56 8.28 8.03
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ANEXO 2 DOCUMENTACION SUSTENTATORIA:
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eVET
\_/GEN

BIO LABORATORIOS

RESULTADO DE PRUEBA DE
SENSIBILIDAD:

CODIGO: 04-016

MUESTRA: Tesis

FECHA DE ENVIO: 26 de mayo del 2016

ESPECIE: Cepas ATCC de Candida albicans

ANALISIS: Pruebas de sensibilidad con Clorhexidina, y Kilol
DUENO: Srta. Anabelen

ENVIADO POR: Srta. Anabelen

Se realizaron activaciones de cepas ATCC de Candida albican y sembradas en Agar
Saboroud a 252 C por 72 horas.

Se prepard Kiliol al 25%, 50%, 75% y 100%, y Clorhexidina de uso comercial al 12.5%
colocados en discos de sensibilidad estériles en cantidad de 7ul en cada disco de cada
dilucién.

Al cabo de cultivo se obtuvieron los siguientes resultados:

48 horas
f'z‘f;';:"'d'"a Kilol 100% |Kilol 75% |Kilol 50% | Kilol 25%

Disco 1 7.70 12.10 9.15 8.00 7.95
Disco 2 8.35 11.10 9.90 8.00 8.25
Disco 3 7.65 12.05 8.75 8.45 8.25
Disco 4 7.65 11.20 9.40 8.85 8.20
Disco 5 7.65 12.60 9.45 895 8.15
Disco 6 7.30 12.90 9.20 8.65 7.65
Disco 7 7.15 11.80 9.00 8.00 8.10
Disco 8 7.10 11.85 8.65 8.35 8.25
Promedio 757 11.95 9.19 841 8.1

VET GEN BIOLABORATORIOS | Diagndstico Veterinario —Urb. San Basilio K- [V{eNARcETp 0}
2 Cerro Juli —JLBR — AREQUIPA - PERU \VE

#996270660
RPC:
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72 horas

Clorhexidina | ., 1 1005 | kilol 75% | Kilol 50% | Kilol 25%

12.5%
Disco 1 7.35 10.80 8.50 8.35 7.15
Disco 2 8.40 11.40 9.15 7.00 8.75
Disco 3 7.35 11.50 8.15 8.50 8.30
Disco 4 7.55 10.70 8.75 8.95 8.60
Disco 5 7.55 11.20 8.85 8.65 7.55
Disco 6 7.05 11.55 8.85 8.75 7.55
Disco 7 7.30 11.00 8.25 8.00 8.10
Disco 8 7.25 11.50 8.00 8.00 8.25
Promedio |  7.48 1121 | 85 | 828 803 |

Atte 3 (‘

mmmm&v@m
GERENTE

CMVP: 2352

Arequipa, 10 de junio del 2016

VET GEN BIOLABORATORIOS | Diagnéstico Veterinario —Urb. San Basilio [VICAECEIy/sl0)
K-2 Cerro Juli —JLBR — AREQUIPA - PERU -\l elcIel]
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ANEXO 3 CEPAS ESTANDARIZADAS

ANEXO 4 SECUENCIA FOTOGRAFICA
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