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INTRODUCCION

La gran incidencia de enfermedades periodontal&%)5entre adultos indica que en la
mayoria de los casos la atencién dental podrimegrada considerablemente, mediante
la implementacion de medidas preventivas. El efgmtogresivo de enfermedades
causadas por microorganismos sugiere la neceseladaptar una mejor limpieza bucal.
Las enfermedades periodontales pueden ser miniaszaeédiante el control eficaz de la
placa, una limpieza interdental con el uso de Hlkental y el uso de agentes
quimioterapéuticos que matan o inhiben el crecitiesie microorganismosPor lo
general los adultos no siguen una rutina adecuadamngpieza dental de modo que su
tiempo de cepillado es corto, algunos pacientegssan hilo dental o utilizan cantidades
minimas de dentifricos para su cepillado(8). Cboyrendo a la proliferacion de
microorganismos orales que forman biopeliculasasrsliperficies del diente y en suaves
tejidos epiteliales que a menudo contienen mukiglspecies de bacterias(30). Algunas
especies tales con@andida albicangambién pueden estar presentes en la cavidad oral,
causando patologias bajo condiciones especifieagug se encuentran como comensales
en la boca de personas aparentemente sanas; $apt@alisponentes son: debilidad
cronica, tratamientos prolongados con antibiéticos drogas inmunosupresoras,
embarazos, implantacion de protesis y factores rdenolocal, las protesis dentales
favorecen al desarrollo de la enfermedad producieaddidiasis(30).

Por lo tanto, la colonizacion y el crecimiento dpexies d€andidapor prétesis son de
importancia clinica (32). Recientemente, extradmglantas han sido incorporados a las
férmulas de los dentifricos que coadyuvan al cwodamkdiante férmulas herbales. aue
ademés de desempefiar funciones cosméticas, tieobjetvo principal de me,.... .a
accion antimicrobiana y actuar como agentes tetapsu(12).

La accion antimicrobiana de estos dentifricos sathluido a la presencia de principios
fitoterapeuticos que actian sobre una masa deriaacéxtremadamente organizadas que
se adhieren a las superficies dentales, dentestds agentes terapéuticos incorporados
se destaca el Aloe Vera, o sabildog barbadens)sa la cual se atribuye la accién



antiinflamatoria y antibiética derivadas de susig@pios activos. El Aloe contiene mas
del 75 componentes, ricos en aloferon que actuae siab multiplicacion celular, el

acemannan es un mucopolisacarido con accion aifiantibacteriana y antimicotica
(21,35).

Otras plantas como la mer{fdenta piperita L.)contienen en sus hojas un aceite esencial
rico en mentol, menonita y mentofurano, que posexigdades antiespasmadicas,
antiinflamatoria antiviral, utilizadas en inflamanes bucales. El eucalip{&ucalipto
globulus labill) contiene de 3-5 % de aceite esencial, con 60 %ae eucaliptol,
principal responsable de su actividad antigripalsémica y astringente, siendo utilizado

en el combate de la gingivitis (16).

Un andlisis estadistico de los productos de usalpogropicié que la fitoterapia se
aproximara a Aloterapia, de tal forma que actuatmé&® % de productos de origen
natural vendido en Alemania es elaborada con fapieos. Sin embargo, a pesar de que

algunas hierbas ya son bien conocidas, de otras sabe ni su composicion (35).

En nuestro pais no existen datos estadisticossdetle productos de origen natural, ya
que son utilizados de acuerdo a la economia dalucoidor de modo que el porcentaje
alto de consumo de dentifricos es de acuerdo algpde estos, sin embargo se conoce
gue un gran numero de personas en Ecuador alrededobi®él estan utilizando
productos naturales a base hierbas para el cuidada salud general y bucal, en el
mercado Ecuatoriano pueden encontrarse un sin oumer dentifricos como por
ejemplo, Colgate total 12 clean mint, Blendas mentaloe vera, Blendas menta +
manzanilla, Colgate total 12 clean profefesioneagla vez se promocionan nuevas
formulaciones, sin embargo pocos de estos produwossido sometidos a pl ;

rigurosas de efectividad.

Lo anterior justifica la necesidad de llevar a caimoestudioin vitro de la actividad
antimicrobiana de tres tipos de dentifricos sobstamientos orales d€andida spp
mediante el aislamiento a partir de saliva, engiteca dental y dentadura de adultos

jovenes saludables, y de la caracterizacion Gendida spp mediante ensayos



microbiolégicos. Del cual se obtuv@Gandida albicansy Candida glabrata.como
patogenos oportunistas implicados en infeccionake®r Ademas de evaluar la actividad
antimicrobiana de las formulaciones clasicas hegbalmedicadas de dentifricos frente a
Candidaspp mediante la técnica de difusién en placa wasddt a las formulaciones
convencionales como las eficaces. Analizar losiftextts de acuerdo a la norma técnica
ecuatoriana INEN 1602 evidenciando la inestabilidasidrobiologica y quimica de la
mayoria de los dentifricos y la estabilidad en tmanpH, apariencia y extrusion del tubo

para los mismos.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La actividad antimicrobiana es la capacidad quegm& un compuesto para inhibir el
aumento de una poblacion bacteriana o para elifaingr que se puede expresar
cuantitativamente con pruebagr”vitro”. Se puede medir en concentracion inhibitoria
minima CIM o en concentracion maxima letal CMLpgrmite comparar diferentes
compuestos. La baja actividad no significa res@gntampoco significa eficacia,

fracaso terapéutico ni efectos adversos (25).

Un antimicrobiano es toda sustancia de origenraltsintética o semisintética, que
actla inhibiendo los microorganismos a una baja@umacion, y ejerce su accion a
nivel molecular en un proceso metabdlico o en usauetura concreta de un

microorganismo (25).

1.1.1 FACTORES QUE INCIDEN SOBRE LA ACTIVIDAD ANTIMCROBIANA:

Existen ciertos factores que inciden sobre la @&t antimicrobiana como: El tiempo de
contacto, la concentracion, la temperatura, ellakhfluencia de sustancias presentes. el
espectro antimicrobiano, la estabilidad del desiafge, la resistencia microbiar.. 5

incompatibilidades e inactivacion (25).

Los microorganismos son sensibles a los antibigtigmrque son inhibidos a
concentraciones menores que el limite de resisteri@ actividad corresponde al
antibiotico y es un dato puro de laboratorio; lsistencia es otro concepto y corresponde

al microorganismo (15).



En relacion con el tipo de microorganismo que ivaat los antimicrobianos se
clasifican en: antibacterianos, antiviricos, amiificos, antiprotozoarios.
Un antimicrobiano, para ser considerado como tatlifgrenciarse de antisépticos y

desinfectantes), ha de reunir las siguientes @afatica (15).

1.1.2 ESPECIFICIDAD.

La especificidad se refiere a la actuacion frentenaleterminado y limitado grupo de
microorganismos. Los antimicrobianos ejercen suodacde forma especifica sobre

alguna estructura o funcidon microbiana (15).

1.1.3 ELEVADA POTENCIA BIOLOGICA.

Es decir, que inhiban o destruyan microorganismosiyabaja concentracion (15).

1.1.4 TOXICIDAD SELECTIVA.

La toxicidad selectiva, se refiere a una muy attactdad para los microorganismos
susceptibles y una minima toxicidad para las celelacariotas del organismo. Este
aspecto constituye una diferencia fundamental osrahtisépticos y desinfectantes, que
si bien poseen también alta eficacia antimicrobepaquefias concentraciones, son muy
toxicos para las células humanas y por ello sélapsiean superficialmente en piel y/6

mucosas (15).

1.1.5 CLASIFICACION DE LOS ANTIMICROBIANOS

Los antimicrobianos se agrupan de acuerdo a serorigatural o biologico, sintéticos,
semisintéticos. Segun su efecto: bacteriostaticogndo impiden el desarrollo y
multiplicacion de bacterias sin destruirlas. Esirdesi mata al 90% de la poblacion
Bactericidas: cuando producen efectos irreversibteso reduccion de una poblacién

inicial de bacterias en el 99.9% al cabo de 24sor



Por otra parte, el efecto bactericida se puedeeajervelocidades distintas, el mas rapido
tendra el mismo efecto en menos tiempo y en lanaisnidad de tiempo (24 horas), la
reduccion serd mayor. Los antimicrobianos seguesgectro de accién pueden ser de

espectros amplio, medio o reducido (3).

1.1.6 TOLERANCIA ANTIMICROBIANA

La tolerancia microbiana es la capacidad de unaoiganismo en permitir que se inhiba
Su crecimiento, pero sin ser eliminado, la tolel@nuuede ser contrarrestada mediante la

combinacion sinérgica de dos antimicrobianos (28).

1.1.7 RESISTENCIA

Es el fenbmeno por el cual un microorganismo deja vdrse afectado por un

antimicrobiano al que anteriormente era sensike. rhicroorganismos resistentes (entre
ellos las bacterias, los virus y algunos parasigms) inmunes a los efectos de los
antimicrobianos, como los antibiéticos, los anibds o los antipaltdicos, de modo que
los tratamientos habituales se vuelven ineficacéssyinfecciones persisten y pueden
transmitirse a otras personas. La resistencia es ammsecuencia del uso de los
antimicrobianos, y en particular de su abuso, geor mutacién del microorganismo o

adquisicidon de genes de resistencia (15).

1.1.8 TIPOS DE INTERACCIONES ENTRE LOS ANTIMICROBNOS

Existen 3 categorias de los efectas Vitro” debidos a las interacciones entre
antimicrobianos.
1. Sinergismo: cuando la actividad debida a los astiphianos en combinacion, es
mayor que la suma de los efectos individuales da cao de ellos.
2. Antagonismo: disminucion de la actividad de unraiiobiano en presencia de

otro.



3. Indiferencia o Adicion: cuando la accion combinatia 2 antimicrobianos no
produce un efecto mayor que el predecible por ttividades individuales de

cada droga (2).

1.2 DENTIFRICOS

Mediante numerosos ensayos clinicos se han demosty@e dentifricos con fluoruro

son efectivos agentes anticaries y han sido recdo®como una de las principales
causas de la disminucién notable en la prevaledeiacaries en muchos paises
desarrollados. Estos han sido ampliamente adoptadtisdo el mundo como el principal
medio de la entrega de fllor topico y la obtencd® beneficios preventivos de

caries. Mas del 95% de todos los dentifricos vessdidlrededor del mundo contienen
fluoruro (12).

La formulacion de dentifricos con fluoruro se havartido de un arte sofisticado en una
ciencia. La mayoria de los productos dentifricos ffooruro contienen un compuesto
de:

Fluor activo

Agua

Abrasivos
Tensioactivos
Agentes aglutinantes
Humectantes
Aromatizantes

Edulcorantes

© © N o g b~ W DhPRE

Colorantes

10. Conservantes



En los ultimos 20 afios, dentifricos han sido caglamas utilizado como vehiculo de
otros aditivos, como los agentes inhibidores deuta (control de sarro), agentes anti-
placa/anti-gingivitis, agentes de dientes sensibheal olor anti-oral / agentes para
refrescar el aliento, blanqueadores / sistemadinhnacién de manchas, y los agentes
remineralizantes. Desde hace tiempo se reconoeeagefectividad del flor en los
productos dentifricos esta fuertemente influencatda compatibilidad de fluoruro con

otros ingredientes (12).

Ensayos clinicos de dentifricos fluorados repodaqmr Bibby (1945) sefalan
incompatibilidad de NaF con el abrasivo (fosfatcahiico) que pone en peligro la

eficacia de la formulacion (12).

1.2.1 FACTORES QUE AFECTAN LA EFICACIA DE UN DENTHCO

Ademas de las propiedades intrinsecas de comperitonde un producto dentifrico
fluorado existen factores biol6gicos que puedenificad su eficacia anticaries. Todos

estos factores de interaccidon se describen como:

a) Factores de aplicacién La interaccion inicial de concentraciones rekatiente
altas de fluoruro en la superficie del diente plkca.

b) Factores de mantenimiento.-El resto de fluoruro en la boca después del
cepillado que se conserva en la saliva, la plaa lquido de la placa, la
superficie del diente y los tejidos blandos orales.

c) Factores conductuales.incluyen la frecuencia de uso del dentifrico, aadion
del cepillado, enjuague las practicas después afellado, la hora del dia que

dentifrico se aplica, y la cantidad de dentifrice ge aplica (12).

Esta bien establecido que la frecuencia de use tiea gran influencia en la eficacia. El
uso de dos veces al dia 0 mas tiene un mayor geet@ntivo que una vez por dia. La
duracién del tiempo de cepillado determina el tiempe la concentracion de fluoruro
relativamente alta contenida en los dentifricoscentacto con los dientes y la placa

permite una mejor captacién de fluoruro. Cuanto anaga la concentracion de flaor,



mayor serda la fuerza motriz para la difusion derfla través de la placa hacia la
superficie del diente. Algunos comportamientos désplel cepillado como por ejemplo
el enjuague afecta la cantidad de fluoruro quesene en la boca (12).

1.2.1.1 Factores Bioldgicos

1. Principalmente del flujo salival durante y despdésla aplicacion de fluoruro
influencia de la tasa de remocion de flaor.

2. El uso de dentifricos fluorados a la hora de acestaumenta la retencion de
fluoruro debido a la disminucién del flujo salicalrante el suefio.

3. La cantidad de fluoruro aplicado al cepillo de tisn(dosis) no es tan importante

como la concentracion de fluoruro disponible ementifrico.

Dentifricos de concentracion de fluoruro reducidus son tan efectivos como los
productos de concentracion normal. La dosis de flsia embargo es importante en lo
que respecta a la fluorosis del esmalte en lossniieEnores de seis afios de edad debido a
la ingestion del dentifrico. Por esta razén, laucetbhn de la cantidad de fluoruro se

aplica a productos destinados a ser utilizadosifias (12).

1.2.2 TIPOS DE DENTRIFICOS

1.2.2.1 Dentifricos Antisensibilizantes

Contienen el cinco por ciento de nitrato de pota#idblO3), esto puede reducir la
actividad nerviosa y el dolor intradentales, populsos de interrupcion lo que reduce el
dolor. Las personas con este tipo de problemasndebar dentifricos para dientes
sensibles dos veces al dia y continuar el usoodirialivio a largo plazo (26).
1.2.2.2Dentifricos antibacterianos

Son dentifricos que contienen agentes antimicroGiap previenen la placa y la

gingivitis. El triclosan es el ingrediente clave estos dentifricos es los que se ha

comprobado clinicamente la eliminacion de las b&dalafinas que pueden causar la



enfermedad. El triclosan es usado ampliamente eoddeantes y jabones, se han
incluido recientemente en los dentifricos y enjesglbucales. El triclosan actia

inhibiendo el crecimiento de bacterias anaerobigsspn responsables de la enfermedad
periodontal. Ademas, sus propiedades antiinflarizpo antimetabdlicas reducen adn

mas la acumulacion de placa y la gingivitis (17).

1.2.2.2.1 El Triclosan

El Triclosan es el més utilizado y mas potentenpje de los antibacterianos difenil

clorado, se ha utilizado clinicamente como un éptiso topico, en jabones medicados y
lavados de manos. El triclosan es en gran medigiéicaz contra los miembros de la
familia Pseudomonadaceasjn embargo goza de un amplio espectro en espegial

paises en donde generalmente el uso del triclesadesde 0.1-30 mg/ litro, incluyendo

champus, desodorantes y una serie de productdgidaénbucal (23).

La eficacia del triclosan en formulaciones oralesapel control de la acumulacion de
placa se apoya en una serie de estudios con voasiteumanos y estudios “in vitro”.
Las eficacias antiplaca de triclosan que cont@ifricos se demostrd claramente en
una investigacion de cuatro dias en que los valwstao utilizaron cepillos dentales, y

el uso de triclosan dentifrico se ha asociado e@nraduccion en la inflamacién gingival

(7).

Su primer sitio de actividad antimicrobiana es Enmbrana plasmatica microbiana y por
sus caracteristicas no ionicas, es bastante cditgatn los abrasivos y compuestos
fluorados. El tricosan, en bajas concentraciomdsrfiere en la absorcion de los

nutrientes, determinando un efecto becteriostalientras que en altas concentraciones
es bactericida, determinando la ruptura de la manahrllevando a derrame de los
componentes celulares y consecuentemente, a laaraedular. Sus efectos sistémicos
son practicamente inexistentes. También presergaabretentividad en la mucosa oral,
siendo de dificil remocion por los fluidos oral&3. (

1.2.2.3 Dentifricos blanqueadores



Segun la Academia Americana de Odontologia Cosmédtianqueamiento dental es el
mas solicitado procedimiento cosmeético dental deplacientes entre las edades de 20 y
50. Por desgracia, la mayoria de los pacientes gpierealizan blanqueamientos
profesionales no saben que la sensibilidad deatal efecto secundario mas comun. Los
datos sugieren que hasta un 75 por ciento de logerias que se someten a un
blanqueamiento dental profesional puede experimes@msibilidad. Los pacientes
pueden ayudar a prevenir y reducir la sensibilidatlizando dentifricos
antisensibilizantes que contienen nitrato de potakis semanas antes y durante el
blanqueamiento profesional (26).

Dientes mas blancos también se puede lograr mediaht uso de dentifricos

blanqueadores. Mientras que algunos dentifricongbkeadores utilizan productos
abrasivos que eliminan la placa y los restos dmipeerficie del esmalte, otros contienen
compuestos que descomponen los desechos que paadenlarse en la superficie del

esmalte (26).

1.2.2.4 Agentes Limpiadores

Generalmente todos los productos incluyen compsiedaiergentes que penetran y
debilitan los depdsitos de la superficie del diefagoreciendo su eliminacién; el mas
comun es el Lauril sulfato de sodio (26).

1.3. DENTIFRICOS HERBALES

El interés de dentifricos y enjuagues bucalesrateros a base extractos vegetales se
han incrementado recientemente. Estos productassa te hierbas han recibido gran
atencion. Generalmente estan compuestos por bitadade sodio, fluoruro de sodio y
los ingredientes a base hierbas: como manzanil& s supone tiene propiedades
antiinflamatorias esto quiere decir para dismitaiinflamacion gingival, la salvia que

tienen propiedades antihemorragicas, la mirra gueneantiséptico natural, el aceite de



menta que también tiene propiedad antisépticaiynfiamatorias junto con propiedades

analgésicas (29).

Se estima que entre un tercio y la mitad de todssstadounidenses practican alguna
forma de alternativa medicina, incluyendo el usdaderecursos naturales o productos a
base de hierbas. El uso de estos productos, insluios dentifricos, ha aumentado
considerablemente en los ultimos afos; los consamesdse inclinan hacia el uso de
productos a base de hierbas y a menudo se consiciamo productos mas seguros que

los productos que contienen reactivos quimicos (29)

Dentifricos etiquetados como "naturales” no debemert ingredientes tales como
edulcorantes sintéticos, colorantes artificialeenservantes, aditivos o sabores y
fragancias sintéticas. El término "hierbas" entlgueta implica que la mayoria de los
activos del dentifico y los ingredientes son de iger vegetal.
Los consumidores de estos productos para el cuidatioal de la salud general estan
bien educados. A medida que la popularidad denkedicamentos naturales y dentifricos
sigue aumentando, profesionales de la odontolagi@nsuentran en una posicién para
proporcionar informacion a los pacientes acercdadeeguridad y la eficacia de estos
productos. Esto puede ser dificil, sin embargojdieh la falta de consenso profesional
sobre el tema. La falta de informacion cientifieatudios sobre productos naturales y
plantas medicinales en la literatura revisada detifieos plantea un dilema para
profesionales de la salud cuando se trata de lstggoductos. Si bien algunos de estos
productos naturales podrian ser tan seguros comddntifricos convencionales, otros

pueden presentar riesgos si se utilizan incorresiten(33).

Un estudio in vitro sobre la actividad antimicrataade las tinturas de malva, salvia,
camomila, tomillo, cacao y propolis cont&a mutans y S. sobrinu®ncluyé que la

malva, salvia y camomila no presentan accion iditzi de la proliferacion bacteriana.
Al respecto de los agentes antimicrobianos incagbas a las férmulas de dentifricos,
podemos citar el triclosan (2,4,4,tricloro-2-hididifenil éter) que presenta amplio

espectro y esta siendo utilizado desde hace 25 anoproductos dermatolégicos,
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jabones, desodorantes y recientemente, con éxittmsenlentifricos, auxiliando en la

remocion de la biopelicula dental (8).

1.4. ENFERMEDAD PERIODONTAL

La periodontitis es una inflamacion cronica deligubwnto inducida por bacterias. Tiene
como resultado la destruccion del periodonto, lasaamas comun de la perdida de

dientes en todo el mundo (27).

El resultado, es la destruccion del periodonto, clusa mas comun de la pérdida
de dientesen todo el mundo.La capacidad deforn@o  invasiva
muestra la composicion clinica microbiana de SHENSOS y enfermos que

rodea la superficie del diente y la raiz del di€@i®.

La clasificacion actual de las enfermedades deiogento incluye una amplia

descripcion de la enfermedad gingival (16,39).

Segun esta clasificacion, los problemas periodestaroducidos durante la gestacion
son gingivitis y granuloma piégeno, y se ubicanttede las enfermedades gingivales
asociadas a placa bacteriana, modificadas porréscgistémicos, asociadas al sistema
endocrino (27).

La gingivitis y periodontitis son las mas comunesntdo de las enfermedades
periodontales. Gingivitis es la inflamacion de lzia en la que el epitelio de union
permanece unido al diente en su nivel original.id@entitis es la inflamacion del
periodonto que se extiende mas alla de la enciasyruye la insercion conectiva del
diente (27).

1.4.1 MICROBIOLOGIA PERIODONTAL
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La poblacion bacteriana y la naturaleza de la mespuinflamatoria asociada con
periodontitis, son marcadamente diferentes dedardgrada en el individuo clinicamente
sano. Un grupo de bacterias se encuentra asociddoperiodontitis, principalmente
gramnegativas y algunas grampositivas, en su nayaniaerobicas o que crecen
preferiblemente en ambientes microaerobios y tienenel calificativo de
periodontopaticas. Entre |as gramnegatsan:Porphyromonas gingivalis
Tannerella forsythensis Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyroraona
gingivalis, Tannerella forsythensisespiroquetas(Treponema denticola), Prevotella
intermedi@P. nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Campyleba®ctus, Eikenella
corrodens y entre las grampositivas estan: Peptostreptosocmicros (Pm),
Streptococcus intermediy$i) y Eubacteriumspp. Por otra parte es claro que pueden
encontrarse diferentes grados de inflamacion y tuecantidad y tipo de los

microorganismos cambia en la transicion de la salladenfermedad periodontal (37).

1.4.2Candidaspp. COMO AGENTES DE INFECCIONES ORALES.

Las levaduras son patégenos oportunistas, es demrcausan infecciones cuando el
ambiente se vuelve favorable. La candidiasis osalia infeccion oportunista comun,
tanto en los individuos médicamente comprometidmaccen los saludables. Aunque
C. albicanses patdégeno se producen infecciones por distespscies d€andidatales

como C. krusei, C. glabrata y C. dubliniensis. C. allmeguede causar infecciones de
las mucosas, tales como estomatitis, sobre todoaementadura, en portadores de
protesis de acrilico que pueden actuar como resesv@umentando el riesgo de
colonizacion por este organismo, también se haorgrado especies deandidacomo

se meciona en la tabla N°1 en la placa y saliva (38

La microbiota de la cavidad oral humana  puede seruy m
diversa, abarca alrededor de 700 especies basyide las cuales aproximadamente la
mitad aln no ha sido cultivadas “in vitro”. En ladultos mayores la cavidad oral es

colonizada por una pequeia parte de la microbesidente (13).
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TABLA N°1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LA COLONIA DE LAS PRINCIPALES
LEVADURAS

ESPECIES

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Candida albicans

Colonias blancas, lisas y brillantes. Las variantasden ser secas,

plegadas y de aspecto mas 0 menos céreo

Candida krusei

Colonias secas, planas y muy extendidas sobreplarfstie del medio.

Variantes con caracteristicas diferentes

Candida Colonias brillantes, cremosas a amarillentas, geas humedo vy lisas,
parapsilosis 0 bien plegadas
Candida Colonias blancas y brillantes o bien de aspecte mabn pliegues.

pseudotropicalis

Candida tropicalis

Colonias mates, secas, blancas, cremosas, lidagaips.

Candida glabrata

Colonias de tamafo variable, pequefias o grandelayaalas, cremosas,

lisas y brillantes.

Cryptococcuspp Colonias mas o menos mucoides, o secas y lisésnbes, mas o menos
mates con el tiempo.

Rhodotorulaspp Colonias rosas, anaranjadas o asalmonadas, mugoldes, 0 secas y
plegadas.

Trichosporonspp Colonias blancas a cremosas, lisas y mucosas,nodeieaspecto seco

muy plegadas.

Fuente: Gomoza. C, Lopez. J, Diaz. R, 20005, Manual practico de microbiologia, 3ra Edicién

En la composicion de la microbiota oral puedenuinfllas proétesis dentales, las

hormonas, la medicacion a largo plazo, la dietasng higiene oral inadecuada, estos

factores en conjunto sugieren que esta microbietsl ancianos puede ser diferente de

la de los individuos mas jovenes (32).

De otro lado, muchos estudios microbiolégicos hamaktrado una asociacion entre

niveles altos ddestreptococos mutanslactobacilosy la prevalencia de caries. Segun

Moalic et al. el papel de la microbiota saproféapecificamente hongos como un factor
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de riesgo de caries dental aun no ha sido claramestablecida. Sin embargo, otros
estudios asociarCandida con la prevalencia de caries. De hecho, Coulteale
Informaron que el niveCandida en la saliva en podria ser mas util como un atbc

de factores de riesgo microbiano en la caries, ejueecuento ddactobacilos (10).

Correlaciones positivas entre los parametros dafiyda experiencia de caries y el
incremento de caries han sido creados especialm@antaifios y adolescentes. Sin

embargo, los datos sobre la poblacion adulta stavia escasos (38).

Ademas, otros factores como las condiciones somi®nicas parecen interferir en la
colonizacion poiCandida El hallazgo de un mayor aislamiento @andidaspp. en los
nifos en relacion con los adolecentes, indicanflencia del medio ambiente en la

colonizacion poCandida(10).

1.4.3 BIOPELICULA FORMADA PORC. albicans

Las biopeliculas son dinamicas, y a menudo son nmades estructuralmente
complejas de microorganismos adheridos a la sepgréstan incrustados dentro de una
matriz polimérica extracelular. Las biopeliculanditas pueden causar un problema
clinico particular, ya que son una fuente de infetes en dispositivos médicos como
catéteres. En general, la matriz de biopeliculas opgrciona un soporte
arquitecténico fundamental, y proteccion de losratoganismos en las
comunidades que la rodean. La produccion de lazregrpolisacarido un factor clave en
el crecimiento y desarrollo de biopelicula (23)nygeneral las células de la biopelicula
poseen caracteristicas fenotipicas distintas cadparcon su contraparte plancténica
(35).

C. albicanspuede producir infecciones recurrentes en la naudes tracto alimentario

dando lugar al crecimiento de biopeliculas. DorBagtzoglou, (11) encontraron que
las biopeliculas orales deandidaconsisten de levaduras, hifas y bacterias comensal
con queratina dispersa en los espacios intracekil&eutréfilos migran a través de la

mucosa oral y forman nidos dentro de la masa aeluta pared celular estd expuesta
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durante el crecimiento de la biopelicula y estda magormemente presente en la
superficie de la biopelicula de organismos que demala mucosa oral. Por estos
hallazgos concluyeron qué€. albicans forman biopeliculas, mucosas complejas
constituidas por bacterias comensales y componatgkefiospedero. Al parecer hay
interacciones entr€andiday bacterias en la patogénesis de las infecciomesasl
mucosas y el polisacarido beta glucano media laligaion en la respuesta del
hospedero (19).

Las biopeliculas de C. albicans han demostrada t@lterada la composicién de los
carbohidratos de las paredes celulares con unniecr® en el contenido total beta
glucano, de modo que los polisacarido$ dgucano conforman del 50 al 60 % de la
pared celular y son generalmente enmascarados raorcapa de manano durante el

crecimiento planctonico “in vitro”(19).

1.4.4 INFECCIONES PORandidaspp

La prevalencia de las infecciones p@andida ha aumentado a nivel mundial.
Numerosos estudios han demostrado que varias iespde Candida poseen una
multitud de mecanismos de virulencia que conducén @lonizacion y a la infeccion
cuando se producen las condiciones adecuadas.ptagresos realizados en la
comprension de los mecanismos de adhesion a lafisipeelular y a la saliva son
impresionantes pero no concluyentes (31).

Las biopeliculas fungicas parecen compartir algyprapiedades con las biopeliculas
bacterianas, incluyendo la heterogeneidad de swicasta y la susceptibilidad
disminuida a los antimicrobianos y biocidas. Lagpbiiculas deC. albicansposeen una
heterogeneidad estructural y manifiesta una tipicpitectura de micro colonias con
canales de agua similares a los biopeliculas tacts. Douglas, L (2002), cita dos
factores que pueden afectar la formacion de Igselimulas de hongosrt vitro” entre
ellos menciona especies y variedades Gbndida, la naturaleza de las superficies
colonizadas, la presencia de una biopelicula acoménte, flujo de liquidos y bacterias
(18).
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En otros paises, el conocimiento acerca de comadHasion y el proceso de formacion
de la biopelicula se lleva a cabo y como evital menos disminuir la colonizacion por

Candidason procesos obligatorios en la practica clirdda. (

1.4.5 COLONIZACION PORCandidaspp

Los hongos normalmente viven como comensales asogicolonizan diversos habitats
en los seres humanos, en particular la piel y naudos existencia de comensales orales
de especies d€andida varia de 20% a 50% en un ambiente sano. Dado bue e
crecimiento en las superficies es una parte natdgaCandida se puede esperar que
Candida colonice protesis. La transicion morfolégica se  vafectada, por el
pH, nutrientes, temperatura, y una serie de conwpsies incluyendo pequeias
moléculas de sefializacion que, o bien estimulapomen a la formacion de hifas (9).

Para colonizar, los hongos deben primero adheyiassea primero a las células del
hospedero y a los tejidos o a superficies de bienad¢s que son cubiertos con una
pelicula acondicionante de glicoproteinas, quelarago de la cavidad oral preveniente
de la saliva primordialmente, o de los diferentpest de bacteriasCandidase adhiere

directamente a través de una capa de la placa dmda proétesis de la dentadura
(polimetilmetacrilato - PMMA) Sin esta adhesiéos Imicroorganismos se retirarian de
la cavidad oral cuando se ingiere la saliva oala®entos (26). La posibilidad de que
Candida colonice las superficies orales depende tanto aleefectividad de los

mecanismos defensivos del hospedero, como deéickd de adhesion del hongo y de
su poder de crecimiento. El balance entre la copémidn y la candidiasis depende de la
capacidad de lZandidapara modular la expresién de los factores de aneih en

respuesta a los cambios ambientales, combinadoslacaompetencia del sistema

inmunologico del hospedero unido a las pautas éeitagas anti fungicas(6).

Mejor adherencia de determinadas especie€atelida, por ejemploC. tropicalis, C.
glabrata y C.dubliniensisen comparacion cof. albicans,podria ser atribuida a sus

valores de superficie relativa o la energia lity@,que microorganismos hidrofébicas
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parecen ser mas adherente a las superficies de@d®i bien no hay estudios sobre la
hidrofobia deC. tropicalis y C. dubliniensis, se encontré qu€. glabrata es mas

hidrofobica queC. albicans La presencia de saliva puede cambiar este esc¢Bpar

1.4.5.1 Propiedades de la saliva en la colonizgood€andidaspp

La saliva muestra un efecto de limpieza fisicasynmléculas de defensa innata, como la
lisozima, histatin, lactoferrina, calprotectinateiractiian con las especies@andida,lo

gue disminuye la adhesion y la colonizacion desigserficies orales.

Otros componentes de la saliva entera, incluyendgldma y prolina ricos en proteinas se

han reportado para fijarse @. albicans lo que facilita la adherencia al acrilico.

Sin embargo, los estudios sobre la influencia dieasan la adherencia déandidason
contradictorios. Varios investigadores informarmure una capa de saliva reduce la
adherencia d€. albicansen la resina de base acrilica. Otros mostraroawmento de
las tasas de adherencia con la saliva. Tres gag@s/estigacion no encontraron ningan
efecto en absoluto de una saliva. Un efecto diodmdependiendo de la fase
morfologica deC. albicansfue también, donde inicialmente la adhesion fueangyero

posteriormente se redujo a las 24 horas (31).

Los estudios sobre el efecto de la saliva en |l@m@ilicia de las especies @ealbicans
gue no sea, a las resinas de acrilcaitro ein vivo, indican la adhesion y leves variable.
C. dubliniensisse ha demostrado que decrece o incrementa sw efegpresencia de
saliva, mientras que los recuent@sglabratano se vieron afectadas por la saliva en un

estudio pero disminuyo en otro (31).

Asi, hay pruebas contradictorias con respectoraldion ‘in vitro” entre la saliva y la
adhesion d€andida En general se han visto que las proteinas depesjo molecular se
relacionan con los niveles de adherenciddadida.Esto esta de acuerdo con estudios
clinicos donde los pacientes con flujo salival bajcalteracion y / o composicion

presentaron mayores recuentos de las especi@arddaen comparacion con la saliva
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de pacientes con flujo salival normal. Colectivategesto confirma el papel regulador

de la saliva en la inhibicién de la adherenciagjeeeies de andida(31).

1.4.6 ESPECIES DEandidaspp

La especie d€andidaque con mayor frecuencia se asocia con lesionda dricosa
oral esCandida albicansSin embargoC. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
krusei y C. dubliniensisambién han sido aisladas de enfermos. Recientemsaithan
observado que especies @ealbicansson los mas vistos como agentes de infecciones,
aunqueC. albicanssigue siendo predominante de en enfermedadematitaias (31).

C. glabratase perfila como la especie predominante segungtar,l menudo aislados
de la superficie de la proétesis de acrilico y emlecosa del paladatandida glabratase
consideraba una especie @andidano patdgeno, pero el aumento del uso de farmacos
inmunosupresores, como la cura del sindrome denasupresion, han dado lugar al
aumento de infecciones p@r. glabratacon alta mortalidad en ratas. La explicacion de
esta tendencia a la morbilidad debido a levaduaédgenas queda por determinar, pero
ya se ha sugerido que el mayor uso de antifingtoodo el mundo ha contribuido a
este fenbmeno. Hay evidencia creciente de quedmasia especi€andidaal mismo
tiempo puede colonizar los habitats de la mucoag t& lengua y el paladar tanto en

sujetos sanos como en enfermos (31).

1.4.7 LAS BACTERIAS Y LAS INTERACCIONES DEandidaspp

En las células microbianas, la comunicacion celjaega un papel importante en el
proceso de colonizacion. Microorganismos presestiesd medio oral interactlan entre si
de muchas maneras, por ejemplo usando uno deddsgios finales del metabolismo, o
por una comunicacion mas directa a través de mialecde sefializacion. Comprender las
complejas interacciones entre las superficiesali@as eucariotas y procariotas durante

las infecciones es crucial en el desarrollo deagsiias de prevencion y tratamiento (31).
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Un reciente estudio mostrd que la formaciéon deshifaCandidapuede ser modulada
por Gram negativos. También, se ha hecho eviderdag interacciones sinérgicas entre

los microorganismos aumentan la eficiencia endaéeion de biopeliculas (31).

Inmediatamente después del cepillado o la profildai superficie dental se recubre con
pelicula salival y las bacterias colonizan en pritngar. Estos "primeros colonizadores"
0 pioneros son seguidos por los "colonizadoresdstdcuando las condiciones en la

biopeliculas se prestan para otras especies (31).

Normalmente, esto depende de un complejo de imieraes microbianas que modulan la
respuesta del huésped que conduce a la inflamd2ependiendo de las condiciones
locales, las bacterias pueden proporcionar a logd® los compuestos que activan los

factores determinantes de virulencia. Indigena. (31)

En la cavidad oralC. albicansse encuentra en relacibn con mdultiples especies de
bacterias y se ha demostrado que se adhieran ganma de especies de estreptococos
orales Dado que los estreptococos son primerosiizaldores de las superficies de la
cavidad oral, la capacidad @& albicansde adherirse a las especiesSteeptococcus
proporciona una superficie adicional para la caacion por hongos.
Estas interacciones pueden ser importantes padesarrollo de las biopeliculas de
especies mixtas en las superficies mucosas o @degordonij una ubicua comensal
oral humana pueden encontrar en varios sitioa davidad oral, causando interacciones

multimodales corC. albicang(9).

1.4.8 CANDIDIASIS ORAL

1.4.8.1 Causas de la candidiasis oral

La candidiasis oral se contrae cuaindidg normalmente presente en el cuerpo, crece
en forma descontrolada. En los beb&sandidacausa candidiasis oral debido a que

el sistema inmunitario de los bebés todavia nooesuficientemente fuerte como para

controlar el crecimiento del hongo en forma de dewva. Las personas mayores tienen
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candidiasis oral debido a que su sistema inmuaitptiede debilitarse con la edad.
Algunas personas tienen candidiasis oral cuandanodeterminados medicamentos,
como antibioticos o corticosteroides inhalados. passonas que tienen problemas de

salud, como diabetes o VIH, también son mas pr@seasontraer candidiasis oral (1)
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CAPITULO Il

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION .

La presente investigacion se llevd a cabo en elotzbrio de Microbiologia de
Alimentos de la Facultad de Ciencias de la EscBefzgerior Politécnica de Chimborazo

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Cepas deCandida albicans, Candida glabrataajsladas de la cavidad oral de adultos

jévenes saludables@andida albicans procedente de biopeliculas formaduasitro

2.2.2 EQUIPOS

- Autoclave (Fedegari)

- Balanza (Ohaus)

- Bafo Maria (Memmert)

- Estufa (Fanem)

- Microscopio (Bausch — Lomb)

- Refrigeradora (Durex)

- Camara de flujo laminar (ESCO)

- Potenciémetro (Jenway, Cond Meter)

- Balanza analitica (Adam)
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2.2.3. REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

- Agua Destilada

- Acido sulftrico 95-98% (Merck / 1.00713.2500)
- Cloruro de Bario (Danger B-34)

- Suero fisiolégico estéril 0.85%

- Suero Humano

- Aceite de inmersion

- Triptona (Acumedia/0312-115)

- Caldo Soya Tripticasa (Difco/9320006)

- Agar Saboraud Dextrose (Difco/00124442)

- Agar Base Sangre (Merck /1.000554669.0500)
- Agar Mueller Hinton (Difco/02002239)

- Agar Urea base to Christensen (Scharlau/ 16942)
- Urea (Mallinckrodt/1086311-1)

- Dextrose Anhydrous (J.T. Baker/08865)

2.2.4. MATERIALES DE LABORATORIO

- Asas de Inoculacion

- Aguja de Inoculacién

- Matraz Erlenmeyer 250 mL

- Matraz Erlenmeyer 1000 mL

- Pipetas graduadas de 1 mL

- Pipetas graduadas de 5 mL

- Pipetas graduadas de 10 mL

- Vaso de precipitacion de 250 mL
- Probeta Graduada de 25 mL

- Probeta graduada de 100 mL
- Probeta graduada de 1000 mL
- Tubos de ensayo

- Espatula

- Gradilla
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- Mechero

- Pipetas automaticas de 10 uL

- Pipetas automaticas de 100 uL

- Pipetas automaticas de 1000 uL

- Puntas amarillas y azules de Pipetas Automaticas
- Papel aluminio

- Guantes estériles

- Mascarillas

- Cajas petri

- Gorros quirargicos

- Plancha de calentamiento

2.3. FACTORES DE ESTUDIO

Los factores que intervinieron directamente erstido se detallan a continuaciéon en la

tabla N°2
TABLA N°2. FACTORES APLICABLES A ESTA INVESTIGACION

FACTOR DESCRIPCION DEL NIVELES DESCRIPCION
FACTOR
1 Tipo de Dentifrico D1 Clasicos
D2 Herbales
D3 Medicinales
2 Especie d€andida C1 Candida albicans
Cc2 Candida glabrata
C3 Candida albicans de
biopelicula

Fuente: Mirian Muyulema

2.4. UNIDAD EXPERIMENTAL O DE ANALISIS

Se emplearon 36 tubos de dentifricos caracterizaddmse a su férmula, en dentifricos
clasicos, herbales y medicinales y 4 cepasCdadida para evidenciar actividad
antimicrobiana por medio de pruebas de difusiédistos.
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2.5 METODOLOGIA

2.5.1. AISLAMIENTO DE Gndidaspp

2.5.1.1. Recoleccidon de muestras Orales

Se recolectaron con consentimiento informado (ad@xXidl8 muestras de la cavidad oral
de j6évenes saludables mediante hisopado de digmtesias (38)
2.5.1.2. AislamientoCandida spp

Para aislar cepas presuntivasGindidaspp se inocularon muestras de cavidad oral en
placas de Agar Saboraud Dextrose (Difco) con cferacol (0.1 mg/mL). Las placas se
incubaron a 37 £ 2°C durante 48 £ 3 h (38).

2.5.1.3. Identificacion deCandida spp.

Se examinaron las morfologias macroscopicas y suomicas de las colonias
desarrolladas en los cultivos de muestras orake$iZ la prueba de tubo germinativo
para Candida albicans suspendiendo un inéculo de cepa pura y observando
microscopio con 400 X.

Se aplicé también la prueba para la produccidmreasa (4).

2.5.1.4. Sistema de identificacion de levaduras ARandida

Se tomo un in6culo del cultivo joven de 18-24 hodaslevadura y se prepar6 una
suspension con solucidon salina equivalente al datadel patron 3 Mc. Farland. La
suspension se repartié en las cupulas de la caeasgembra evitando la formacion de
burbujas, los cinco primeros ensayos, y el Ultimaecubrieron con aceite de parafina
inmediatamente después de inocular la galeriael® $a camara de incubacién, y se

incubd a 35°C+2°C por 18-24 h en atmdosfera aardlais reacciones se analizaron
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mediante la tabla de lectura de la ficha técnicse godificaron en un perfil numeérico

(ver anexo 1).

2.5.1.5 Montaje del banco de cepas

Las cepas identificadas com@: albicansy C. glabratase conservaron en refrigeracion
a 4°C = 2°C en tubos de agar Saboraud inclina@opureza y la viabilidad del banco se

mantuvieron durante todo el estudio.

2.5.2. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS DENTIFRICOS

2.5.2.1. Evaluacién de la actividad antifingica des dentifricos

La actividad antimicrobiana de los dentifricosesalué mediante el método de difusion
en agar (Difco/00124442 ). Las cepasG#mdidase recuperaron en caldo soya tripticasa
(Difco/9320006), se prepar6 las suspension de oadade las cepas en solucién salina
estéril al 0.85% de acuerdo al tubo del patron MeRd, posteriormente se inocularon
0.1mL de la suspensiéon en cajas petri con agarr&ad dextrosa (Difco/00124442) y
se sembraron masivamente.

En cada caja se preparé seis pozos impregnado®.tomg de cada dentifrico. El
montaje de cada una de las cajas se ve ilustratiofigmira N° 4,5,6,7 de cada en sayo se
realizaron seis repeticiones. Las placas se inonk@aB7+ 2°C por 24 horas, terminado el
tiempo de incubacion se midieron los halos de inliib frente a los microorganismos.

Se considero positivo cuando el halo supero el 1dammhibicion (38).

2.5.3. DESARROLLO DE BIOPELICULAS

Para el desarrollin vitro de la biopelicula d€andida albicansse aplico la técnica de
Maki, ( 15), propiciando el desarrollo de la leveeden un catéter inmerso en TSB con
glucosa al 1%, tras la incubacion se tomoé la sigiery se hizo rodar en placas de agar

sangre, luego del crecimiento a 35 + 2 °C, por, 24ina de las colonias aisladas se
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resembré en caldo, tras la incubacion se elimirgaledo y se lavo con solucién salina
estéril, se adicionaron 5 mL de cristal violet®.dl% para tefiir el material adherido a las

paredes (4).

2.5.4. ANALISIS DE LOS DENTRIFICOS DE ACUERDO A LANORMA TECNICA
ECUATORIANA NTE INEN 1602

2.5.4.1. Determinacién de estabilidad quimica
Norma NTE INEN 1602 (anexo 2)

2.5.4.2. Determinacién de estabilidad microbioldgic
Norma NTE INEN 1602 (anexo 2)

2.5.4.3. Determinacion de extrusion de tubo
Norma NTE INEN 1602 (anexo 2)

2.5.4.4. Determinacién de apariencia

Norma NTE INEN 1602 (anexo 2)

2.5.4.5. Determinacién de pH

Norma NTE INEN 1596 (anexo 3)

2.6. DISENO EXPERIMENTAL

2.6.1. TRATAMIENTO DE ACTIVIDAD “in vitro”

TABLA N°3. TRATAMIENTOS REALIZADOS A CADA TIPO DE DENTIFR ICO PARA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA.

DETERMINACIONES ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Dc Dentifrico clasico frente al

microorganismo

Dh Dentifrico Herbales frente al

microorganismo

Dm Dentifrico Medicinales frente al

microorganismo

Fuente: Mirian Muyulema
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2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Se determind por medio de la prueba de ANOVA (Aglde varianza) la existencia o
no de diferencias significativas entre los dianmgette los halos de inhibicion reportados
en la evaluacion de la actividad antimicrobiandodedistintos tipos de dentifricos frente

a las cepas de. albicans, C. glabratg C. albicansprocedente de biopelicula.
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CAPITULO IlI

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. AISLAMIENTO DE Gandida

A partir de 118 muestras de cavidad bucal de aslytieenes del centro del pais se
determin6 una prevalencia de levaduras de 21.18718), de entre estos aislamientos

se recuperaron dos cep@&s,albicansy C. glabrata

Las cepas mantuvieron pureza y viabilidad duranéstedio, lo cual se evidencié por las
tipicas morfologias macroscopicas de las colodesarrolladas en agar Saboraud
Dextrose (Difco) y la morfologia microscépica des stélulas coincidiendo con lo
reportado en la Tabla N°4

De las especies deandidg C. albicanses la levadura mas comunmente aislada de la
cavidad bucal, su presencia en este nicho se aaocifecciones fungicas, y dado su

caracter de patégeno oportunista, puede ser agenemdocarditis y septicemias (4).
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3.1.1. Identificacién de patdgenos implicados enfgcciones periodontales

Las especies déandidaaisladas presentaron las caracteristicas detsl&dka tabla N°. 4

TABLA N° 4 CARACTERISTICAS MORFO FISIOLOGICAS DE Candida albicans y Candida glabrata

Caracteristicas Descripcion

morfologicas Candida albicans Candida glabrata

En Agar Saboraud

Morfologia Colonias pequefias de 1.5 a 2 m@olonias pequefias de 1.0 a 1.5
macroscopica deC. de diametro, colonias blancas, lisaam de diametro, colonias
albicans y brillantes, de consistenciaplanadas, cremosas, lisas vy

blanda, con un olor caracteristico lrillantes de consistencia blanda,

levaduras. con un olor -caracteristico a
Convexas levaduras.
Morfologia Levadura Gram positiva, forma.evadura Gram positiva, forma

microscopica deC. oval de 2 a 4 um, con extremosval de 2 a 4 um, con extremos
albicans redondos de 3 a 5 um de diametredondos de 3 a 5 um de diametro

y pseudohifas y pseudohifas

Tubo germinativo  Estructura elongada que se origirtastructura elongada que se origina

a partir de la levadura a partir de la levadura

Produccion de Negativo Negativo

ureasa

Fuente: Mirian Muyulema

Entre las pruebas aplicadas en la identificaciorestas dos especies G@andidade
importancia clinica que pueden causar candidiasib en seres humanos se pueden
apreciar caracteristicas similares. De acuerdo diride Et al. la formacion del tubo
germinativo no es exclusiva de. albicanssino también deCandida dublineisisEn
tanto que la prueba de ureasa resulta positivadrgate par&ryptococcus neoformans

y Candida lipolytica para las demas especiesGindidala prueba es negativa (22).
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3.1.1.1 Sistema de identificaciéon de levaduras APlandida

Mediante las pruebas API que son pruebas bioqusniieadentificacion de especies de
Candidafue posible confirmar los aislamientos que se dralidentificado inicialmente
como presuntivo en agar Saboraund . Se cultivanontotal de 118 aislamientos
sospechosos, de los cuales dos fueron identificeala® Candida albicansy Candida

glabratacomo se aprecia en la figura N°1

FOTOGRAFIA N°1. a) Candida albicans, b) Candida glabrata IDENTIFICADAS MEDIANTE PRUEBAS
BIOQUIMICAS API, Candida albicans FERMENTA GALACTOSA Y
SACAROSA. Candida glabrata NO FERMENTA ESTOS AZUCARES

3.1.2. PRODUCCION DE BIOPELICULAS A PARTIR DECandida albicans
AISLADA

Tras el aislamiento confirmado d€. albicans (Fotografia N°2) se evidenci6 la
colonizacion“in vitro” de un catéter quirargico mediante la observaciénuda

biopelicula firmemente adherida a la superficienma del tubo (Fotografia N°3)

FOTOGRAFIA N°2 COLONIAS DE Candida albicans EN AGAR SANGRE, CONVEXAS, CREMOSAS,
LISAS, BRILLANTES CON UN DIAMETRO APROMIMADO DE1.0A 1.5 pM
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FOTOGRAFIA N°3 BIOPELICULA DE Candida albicans ADHERIDO A LAS PAREDES DEL TUBO

El crecimiento de un microorganismo omnalsitu requiere la adhesién a una superficie
debido al constante flujo de secrecion del hosmeglela capacidad de las células de
crecer antes. Por edBandidaevoluciona para formar biopeliculas en las supedide

los dientes o en los tejidos epiteliales con muespgcies bacterianas (20).

En la formacién de estas biopeliculas intervieraaores importantes como la adhesion
inicial de la levadura a los dientes y a los tejida coagregacion entre las células en la
biopelicula, la sefializacion celular, su rol epddogénesis y la transferencia de DNA y
la distancia entre las células de diferentes espafpie es necesaria para los procesos de

comunicacion (20).

Esta levadura puede formar biopeliculas en el daemalperficial (biopelicula

supragingival) y/o biopeliculas bajo la linea de lancias y dentro del bolsillo
periodontal o del surco (biopelicula subgingivdfsta Ultima se caracteriza por la
constante presencia de agua en estado liquiddg pariacion de temperatura, carbono y

contenido de nitrdgeno como componente basal salilaa (20).
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3.2. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS DENTIFRICOS

La actividad antimicrobiana se establecié de acaualgpromedio de los diametros de las
zonas de inhibicion como se aprecia en la tabla dfienidas por el efecto de cada

dentifrico frente a las cepas aisladas

Tabla N°5. COMPORTAMIENTO DE LOS TRES TIPOS DE DENTIFRICOS FRENTE Candida albicans,
Candida glabrata y Candida albicans PROCEDENTE DE BIOFILM

Promedio de halo de inhibicion en mm.

Tipo
Candida albicans Candida glabrata Candida albicangle
biopelicula
Convencional 13.80 11.22 14.05
Herbales 11.57 10.87 13.57
Medicados 10.72 5.41 7.73

Fuente: Mirian Muyulema

Las caries y periodontitis se han tratado medipnteedimientos clinicos con la ayuda
limitada del control mecénico de biopeliculas dexstaFrente a esto han surgido estudios
de la actividad de agentes quimicos solos o ircados a formulaciones de enjuagues o
dentifricos, porque el rol de estos productos seariarvenir en la adherencia de
microorganismos a la superficie dental ya seadieddo la proliferacién bacteriana o
fungal; o removiendo la poblacion preexistenteantiopeliculas. Actualmente se han
incrementado el nUmero de investigaciones de stiagnuevas y naturales para evaluar

su actividad antimicrobiana y el control de laspeliculas dentales (36).

Las propiedades antimicrobianas de varios tipodamgifricos frente &£andida spp se
estudiaron como alternativa con baja toxicidada paprevencion de enfermedades de la
cavidad oral en adultos jovenes. Los componenti@gacen cada grupo de dentifricos
serian los responsables de la actividad anticandidi en los dentifricos convencionales
podrian actuar monofluoruro de sodio, fluoruro oéis y triclosan.

En los dentifricos herbales la accion esta asoaada extractos de plantas Aloe, Menta,
Manzanilla, Arrayan, Pumin, Fluoruro de sodio. laentifricos medicados contienen
nitrato de potasio, citrato de potasio, fluorurosddio como componentes estrictamente

relacionados con su actividad antimicrobiana (36).
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FOTOGRAFIA N°4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE DENTIFRICOS CLASICOS C3, C4 HERBALES
H1FRENTE A Candida albicans, Candida glabrata Y Candida albicans DE
BIOPELICULA CON LA PRESENCIA DEL CONTROL POSITIVO FLUCONAZOL
25ug (32mm)

De entre estos se destaca la accion del triclosano e observa en la fotografia N°4 del
dentifrico C4 que es un derivado del clorofenoliadnhibiendo el crecimiento de las
bacterias anaerobias, interfiere con las enzimgaeralas para la sintesis de acidos
grasos. Estudiosn vitro han demostrado que el triclosan inhibe la formacite
prostaglandinas y leucotrienos, actia sobre la hbremma plasmatica de los
microorganismos y por sus caracteristicas no i@niea bastante compatible con los
abrasivos y fluoruros encontrados en los dent8ricen bajas concentraciones, el
triclosan interfiere en la absorcion de los nutesn determinando un efecto
bacteriostatico. En altas concentraciones es lhedgr determinando la ruptura de la
membrana, llevando a derrame de los componentakm@sd y consecuentemente, a la
muerte celular. Sus efectos sistémicos son practiote inexistentes. También presenta
buena retentividad en la mucosa oral, siendo deildiemocion por los fluidos orales
(36).

Otro componente activo son los fluoruros que puedsalizar tanto funciones de
prevencion y de restauracion, frenan el desaradidesiones producidas por bacterias
dafiinas y ayudan a la remineralizacion del diehtilor es un ion que tiene mucha
afinidad por el calcio (que es el que remineraliza)inhibicion de la enzima enolasa del
Estreptococo por fluoruro, en combinacion con sfdto, puede influir en la glucdlisis
de estos microorganismos y de esta manera redupiroduccion de acido y regular el

indice de crecimiento bacteriano, obteniendo uatefanticariogénico (36).
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El nitrato de potasio y Citrato de potasio deseliwdn la terminal nerviosa presente en
la pulpa, penetrando en los tubulos dentinariotahelsnervio, causando un bloqueo, lo
que impide que el nervio envie sefales dolorosasembro Las fibras nerviosas se
vuelven menos sensibles a causa del efecto estatmli de los niveles extracelulares de

potasio en la conduccién neuronal eléctrica (8).

Los extractos de plantas como el Aloe vera ingrediee algunos dentifricos ensayados
tienen como principios activos el aloferon, antraqonas y acemannan. El aloeferon
actia en la multiplicacion celular, acelerando izatcizacion; la antraquinona es un
antiséptico. El acemannan es un mucopolisacaridaacoion antiviral, antibacteriana y
antimicotica, actia sobre las células del sistemaunoldégico activando y estimulando
macrofagos monacitos, linfécitos y anticuerposotéml anterior explica la actividad de

estos dentifricos (8).

Otras plantas tales como la mentée(ta peperita L). contiene principalmente en sus
hojas unaceite esencial rico en mentol, menonita y menéofoyque posee propiedades
antiespasmadicaantinflamatoria, anti Ulcera y antiviral, usado @ncombate de las
estomatitis, halitosis e inflamacionbscales. La manzanilla contiene el azuleno, alfa
bisabolol, acido cafeico, acido tanico, acido ojgmico, umbelliferona, apigenina,
herniarina, luteolina, ligeras cantidades de camdg vitamina C, el azuleno es el
principal responsable de las propiedades antiirdtanas aunque el mecanismo de su

eficacia no se ha aclarado(8).

Pruebasn vitro de un extracto de Pumin y Arrayan fueron negatiabsjcorporar estos
compuestos en la formulacion de un dentifrico rhtampoco se observo actividad pese
a la presencia de lauril sulfato de sodio que hamastrado tener actividad
antimicrobiana e inhibitoria de la placa microbig88). En general los detergentes y

abrasivos pueden alterar la actividad antimicradoiam las infecciones activas (38).



-34 -

3.2.1 ACTIVIDAD DE TRES TIPOS DE DENTIFRICOS FRENTE ACandida

albicans

El andlisis de varianza Tabla N°6 muestra difeanaltamente significativas con un alfa
de 0.05 entre la accion de dentifricos clasicoferbales y medicados y herbales vs

medicados.

TABLA N° 6 ANALISIS DE VARIANZA DE TRES TIPOS DE DENTIFRIC OS FRENTE A Candida

albicans
F. var gl S.cuad C. medio Fisher
Cal 0.05 0.01
Total 191 11497,49
Tratamientos 31 11013,66 355,28 117.49 152 1.81
Clas vs Her, 1 158,58 158,58 5244 3.90 6.80
Med
Hervs Med 1 10759,76 10759,76  3558.17 3.90 6.80
Error 160 483,83 3.02
CV % 14.79
Media 11.76

Fuente: Mirian Muyulema

Los distintos dentifricos excepto C1, C14, H2, NB,, M6, M7 fueron activos contra
Candida albicansdando lugar halos de inhibicion promedio de 11In7®& con un

coeficiente de variacion de 14.79 %.

La prueba de Tukey al 5 % revelo que los denti&ic1, C14, H2, H5, M1, M6, M7 no
controlaron a este potencial patdégeno de la cavidadl. En cambio el producto C4 con

un halo de inhibicion de 25.17 mm presento la magtividad contr&Candida albicans

Esto se atribuye al fluoruro de sodio y al triclkogresente en su composicion. Los
dentifricos clasicos difieren significativamente £ 0.05) de los herbales y medicados
como se observa en la fotografia N°5 en su activiftante aCandida albicans
presentando halos de inhibicion de alrededor d&@018m frente a un promedio de 10.95
mm que correspondié a los dentifricos herbales glicados. Los dentifricos herbales
fueron mas activos que los medicados con un halohileicion igual a 11.6 mm frente a

10.7 mm de los medicados
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FOTOGRAFIA N°5 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE DENTIFRICOS CLASICOS C1, C2, C3, C4, C5
FRENTE A Candida albicans CON HALOS DE INHIBICION (0.0, 11.8, 20.6,
25.1,11.1 mm)

3.2.2. ACTIVIDAD DE TRES TIPOS DE DENTIFRICOS FRERTA Candida
glabrata

El andlisis de varianza tabla N°7 evidencio dier@s altamente significativas con un
alfa de 0.05 entre los efectos de los dentifridésiaos, herbales y medicados sobre
Candida glabratadando lugar halos de inhibicion de 8.40 mm de difomeon un
coeficiente de variacion de 9.83 %.

TABLA N° 7 ANALISIS DE VARIANZA DE TRES TIPOS DE DENTIFRIC OS FRENTE A Candida

glabrata
F. Var gl S.cuad C. medio Fisher
Cal 0.05 0.01
Total 191 10841.92
Tratamientos 31 10732.92 346.22 508.22 1.52 1.81
Clas vs Her, 1 533.37 533.37 782.92 3.90 6.80
Med
Hervs Med 1 57400.33 5740.33 8426.17 3.90 6.80
Error 160 109.00 0.68
CV % 9.83

Fuente: Mirian Muyulema

En este caso los dentifricos clasicos presentaarrae¢ion al formar halos de inhibicion
de 11.22 mm como se aprecia en la fotografia N°&iduen en orden los dentifricos
herbales con halos de inhibiciébn de 10.87 mm. Lestifticos medicados presentan
menor actividad con halos de inhibicion de 5.41.mrandida glabrata no resulto
inhibida por C1, C9, C14, H2, H5, M1, M3, M4, M6,/MM9, M10, M11
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FOTOGRAFIA N°6 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE DENTIFRICOS CLASI@:OS C1, C2, C3, C4, C5
FRENTE A Candida glabrata CON HALOS DE INHIBICION (0.0, 12.6, 19.6, 17.5,
10.5 mm)

3.2.3. ACTIVIDAD DE TRES TIPOS DE DENTIFRICOS FRENTE ACandida
albicans DE BIOPELICULA

El analisis de varianza muestra diferencias altéeneignificativas en la actividad
anticandida de los distintos tipos de dentifricBtgicos, herbales y medicados) sobre
Candida albicansle biopelicula.

TABLA N° 8 ANALISIS DE VARIANZA DE TRES TIPOS DE DENTIFRIC OS FRENTE A Candida
albicans de biopelicula

F. Var gl S.cuad C. medio Fisher
Cal 0.05 0.01

Total 191 10302.67
Tratamientos 31 10077.00 325.06 230.47 1.52 1.81
Clas vs Her, 1 969.23 969.23 687.19 3.90 6.80
Med
Hervs Med 1 9827.58 0827.58 6967.86 3.90 6.80
Error 160 225.67 1.41
Cv% 10.48

Fuente: Mirian Muyulema

Todos los dentifricos ensayados promovieron la &@iém de halos de inhibicion medio

igual a 11.33 mm con un coeficiente de variacion@d %.

Tukey al 5 % indicé que el orden de actividad deerge entre los dentifricos clasicos,
herbales y medicados (halos de inhibicion de I6H7 y 7.73 mm ).
C1, H5, M1, M2, M3, M6, M7, M10 no inhibieron@andida albicansde biopelicula.
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Los distintos tipos de dentifricos fueron analizada su actividad anticandida en base
al diametro en mm del halo de inhibicion. A maya@ntetro mejor actividad como se
puede apreciar en la fotografia N°7; asi los d@a# cladsicos fueron los mejores para

controlar Candidade biopelicula.

FOTOGRAFIA N°7 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE DENTiFRICOS CLASICOS C1, C2, C3, C4, C5
FRENTE A Candida albicans DE BIOPELICULA CON HALOS DE INHIBICION (0.0,
16.0, 19.6, 22.5, 12.5 mm)



- 38 -

3.3 ANALISIS DE LOS DENTRIFICOS DE ACUERDO A NTE EN 1602

De acuerdo a la tabla N°9 podemos observar losfdeos que cumplen con la norma

técnica ecuatoriana a INEN 1602
TABLA N° 9. DENTIFRICOS QUE CUMPLEN ALGUNOS REQUISITOS DE LA NTE INEN 1602.

g, E5 s, ¢

& St 58 2% g 52

8 g8 &3 58, =g g I £3

(@) = wo w= o W5 < o w o

Ac Convencional C NC C C C 0,0047
Bc Convencional Cc NC C C C 0,0069
Cc Convencional Cc Cc C Cc C 0,0029
Dc Convencional Cc C C C C 0,0026
Ec Convencional C C C C C 0,0053
Fc Convencional C C C C C 0,0037
Ge Convencional C C C C C 0,0051
Hc Convencional C C C C C 0,0022
Ic Convencional C C C C C 0,0051
Jc Convencional C C C C C 0,0027
Kc Convencional c NC C C C 0,0041
Lc Convencional c NC C C C 0,0032
Mc Convencional Cc C C C 0,0058
Nc Convencional Cc C C C 0,0056
Ah Herbales c NC c C c 0,0068
Bh Herbales c NC C C Cc 0,0036
Ch Herbales NC NC C C C 0,0038
Dh Herbales C C C C C 0,0052
Eh Herbales C NC C C C 0,017
Am Medicadas C NC C C C 0,0025
Bm Medicadas C C C 0,0012
Cm Medicadas NC C C C 0,0034
Dm Medicadas Cc C C C 0,014
Em Medicadas NC NC C C Cc 0,0084
Fm Medicadas NC NC C c C 0,0025
Gm Medicadas C NC C c Cc 0,0069
Hm Medicadas Cc NC C C C 0,0089
Im Medicadas Cc NC C C C 0,0062
Jm Medicadas C NC C C C 0,0036
Km Medicadas C NC C C C 0,0013
Lm Medicadas C C C C C 0,0041
Mm Medicadas NC NC C C C 0,004
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C, Cumple con especificaciones de la |

NC, No cumple con las especificaciones de la

En la fotografia N°8 podemos observar la preseseiburbujas, cambio de consister
debido al desarrollo de microorganismos duranenshycmicrobioldgicc

FOTOGRAFIA N°8 DENTiFRICO$ Mi1l(a) Y H5(b) QUE INCUMPLEN CON LA ESTABILIDAD
MICROBIOLOGICA DE LA NTE INEN 1602 AL MOSTRAR LA PRESENCIA DE
BURBUJAS DURANTE EL ENSAYO.

120%
100%
100% -
305
80% 1 B6.30%
6% B Cumplimiento
B Incumplimicntc
40% BN
208
0% 4
0%

oo, . .

Convenzionabes Herbabes Medicadus

GRAFICO N°1 FRECUENCIA DE LA ESTABILIDAD QUIMICA DE DENTIFRICOS SEGUN LA NTE INEN
1602

De acuerdo al gréafico N° 1 los dentifricos convenales tuvieron una alta frecuencia
el cumplimiento de los requisitos de estabilidadhea al no presentar separacion
fases, burbujas, espuma, camte coloracion y consistencia (40).

Para los dentifricos medicados la frecuencia deptioriento fue menor , en cambio |
dentifricos herbales tuvieron el menor nivel de plimiento20% explicandose esto

la imcorporacién de productos naturalemedicados comagentes activos (4!
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GRAFICA N° 2 FRECUENCIA DE LA ESTABILIDAD MICROBIOLOGICA DE DENTIFRICOS SEGUN LA
NTE INEN 1602

En cuanto a la estabilidad microbiolégisegun la grafica N°2| grupo de mayc
incumplimiento fue el de los dentifricos herbakeguidos por los medicados, el me

nivel de incumplimiento preser los convencionales (40).

La falta de estabilidad microbiologica se evidengpidr la separacién de fases
formacion de abundante burbujas que alteraron ofsistencia del producto. lo se
atribuye al desarrollo de microorganismos contantes que en el caso de los herb
provendrian de los productos naturales, otras ésede contaminacion podrian
maquinas, equipos, operarios durante el procesdablécacion, sugiriendo quea

presencia de microorganismos afecta la estabiquimica de las formulaciones ).

1208
1008

6%
A%
20%

B Cumplimiento

herbales
medicados
herbales
medicados
Convencionales
Herbales
Medicados

Comwvencionales
Comnvencionales

Estrusidn del tubo  Apariencia pH

GRAFICA N° 3 FRECUENCIA DE CUMPLIMIENTO DE REQUISITOS DE DENT IFRICOS.
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Los resultados de la extrusion del tubo, apariep@hpH que se aprecian en la gréafica
N°3 presentaron conformidad con los requisitosadetmativa de calidad de NTE INEN
1602, en caso de inconformidad se veria afectadedptabilidad del producto con fines

de uso o comercializacion (40).

Un andlisis de este tipo es de gran importancigugase relaciona directamente con la
salud bucal. Algunos fabricantes afirman y promoaio las propiedades benéficas de
ciertos productos debido a la incorporacion dé¢asegas naturales, extractos de plantas

y otros ingredientes clasicos (40).

Sin embargo dentifricos de este tipo destinadosiadr gérmenes” causantes del mal
aliento o reduccion de la gingivitis pueden provdaanestabilidad quimica del producto

afectando su calidad (40).

De otro lado estudiogrt vitro” e “in vivo” han evidenciado efectos secundarios en la
cavidad oral tales como entumecimiento de la leng@waimento del sangrado por el

empleo de jengibre y equinacea en las formulaci¢i®s

Lo anterior indica que es necesario que el odogtjlotros profesionales de la salud y el
publico en general dispongan de informacion addguwpue permita un uso eficaz y

seguro de los dentifricos que se encuentran eremato (40).
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CAPITULO IV

4 . CONCLUSIONES

1. Cepas patogénicas @andidacirculan en la cavidad bucal de individuos jovenes
del centro del pais, pudiendo estar expuestosiesc@nfermedad periodontal y
en casos extremos a infecciones sistémicas.

2. Los aislamientos de€Candida spp. obtenidos de cultivos de levaduras de la
cavidad oral permitieron identificar a dos espedizandida albicansy Candida
glabrata

3. Dentifricos con formulaciones clasicos, herbales medicados difieren
significativamente en su actividad frent€andidaplancténica y de biopeliculas
y Candida glabrata
La actividad antimicrobiana frente @andida albicans, Candida glabrata,
Candida albicansprocedente de biopelicul&n orden creciente corresponde a
dentifricos medicados, herbales y clasicos. Logiflieos (C1, H5, M1 M6) no
fueron activos frente a ningn microorganismo eaday
La actividad antimicrobiana de un dentifrico gammtal consumidor su
efectividad para coadyuvar al mantenimiento delads

4. Todos los dentifricos analizados respecto a losisgqs de la norma técnica
ecuatoriana 1602 cumplen las especificaciones tlesédn del tubo, apariencia y
pH. Los dentifricos convencionales cumplen corstalélidad quimica y con una
frecuencia del 56% con la estabilidad microbiolaggwidenciando mejor calidad
en el proceso de fabricacién. Los dentifricos Hedbg medicados se ajustan en

menor medida a esta normativa.
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CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

1. Los dentifricos herbales son elaborados con larpacacion de extractos
naturales de plantas por lo que se sugiere redhzastigaciones fitoquimicas
sobre valoracion del componente activo y farmadotbgobre posibles efectos
adversos, interacciones y contraindicaciones.

2. Desarrollar estudios de prevalenciaGbndidaoral

3. Estudiar métodos para el control @andidaspp como patdgeno de la cavidad

oral.
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

La Candidiasis oral es una infeccion oportunistam@o en individuos saludables e
inmunodeficientes. Los dentifricos pueden conteagentes inhibitorios para la
colonizacionin vitro y la formacién de la placa pd&andidaspp. Frente a estos se
plantean los objetivos de estudio, Evaluar la &dn antimicrobiana de tres tipos de
dentifricos sobre aislamientos orales @andida spp realizado en los laboratorios de
microbiologia y bromatologia de la Facultad de Ciende la Escuela de Bioquimica y

Farmacia en la Escuela Superior Politécnica de Ghiazo.

El presente estudio investigativo se realizo mediah método Inductivo-Deductivo se
utiliz6 como material bioldgico Cepas @& albicans, C. glabratay C. albicansde
biopelicula ademas de 32 tubos de dentifricos ifickados en base a su formula en

Convencionales, herbales y medicados, placas g tidagra Saboraund.

Los dentifricos convencionales a base de triclasaiben mejor ¢=0.05) a las tres
especies deCandida, los herbales fueron mas efectivos que los medicatas
formulaciones C1, H5, M1, M6 con fluoruro de sodi@ mostraron actividad.
Adicionalmente se determino la frecuencia de cumipiito de los dentifricos respecto a
la NTE INEN 1602. Se encontré que los requisitogxteusion del tubo, apariencia y pH
cumplieron todos los dentifricos. Los dentifricasgeencionales herbales y medicados
presentaron incumplimiento en 20-30% respectivaenent

Se evidencio que el triclosan, extractos herbal#soruros actian sobréandidaspp
controlando su potencial efecto cariogénico.
Se recomienda investigaciones fitoquimicas sobleracion de componentes activos y

farmacoldgicos sobre posibles efectos adversos.
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CAPITULO VI

ANEXOS

ANEXO Ne 1. LISTA DEL PERFIL NUMERICO DE API ® Candida

Cdédigo Especie Cabdigo Especie

0403  Trichosporonspp?2 7341 Criptococcus neoformans 1

0412  Trichosporonspp2 7351 Criptococcus neoformans 1

0413  Trichosporonspp2 7413 C. noeformans/ Trichospor@pp
2

0417  Trichosporonspp?2 7417 C. noeformans/ Trichospor@pp
2

1000 Candida krusei 7420  Candida lusitaniae /
Candidaguillermondii

1010 Candida krusei 7441  C. neoformansl1/C.noeformans?2

1100 Candida glabrata 7453  Trichosporonspp 1

1300 Candida glabrata 7457  Trichosporonspp 1

1402  Trichosporonspp?2 7500 Andida lusitaniae

1412  Trichosporonspp?2 7510 Candida tropicalis

1413  Trichosporonspp?2 7512 Candida albicans

1416  Trichosporonspp?2 7513 Trichosporonsppl

1417  Trichosporonspp?2 7520 Candida lusitaniae

1443  Trichosporonspp?2 7530 Candida tropicalis

1453  Trichosporonspp?2 7553  Trichosporonsppl

2403  Trichosporonspp?2 7557  Trichosporonsppl

2412  Trichosporonspp?2 3641 Cryptococcus neoformansl

2413  Trichosporonspp?2 3651 Cryptococcus neoformansl

2417  Trichosporonspp2 3653 Trichosporonspp 1C.
neoformansl

3000 Geotrichumspp 5000 Candida famata/C. parapsilosis

3001  Criptococcus neoformar’ 5100 Candida famata

3003 C. neoformang Trichosporon 5104 Candida famat

spp2

3020  Geotrichumspp 5200 Saccharomyces cerevisiae

3041  Criptococcus neoformar’ 5241  Cryptococcus neoformansl

3043  Criptococcus neoformar 5243  Cryptococcus neoformansl

3051  Criptococcus neoformar 5251  Cryptococcus neoformansl

3053  Criptococcus neoformar 5253 C. noeformansl/Trichosporo
sppl

3100 Candida famata 5300 Saccharomyces cerevisiae/C
famata

3241  C. neoformans 1/ C. neoforman$641  Cryptococcus neoformansl

2
3251  Criptococcus neoformans 1 5651  Cryptococcus neoformansl
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3402  Trichosporonspp?2 5653 TrichosporonsppIC. noeformans
3403  Trichosporonspp?2 7000 Candida parapsilosis
3407  Trichosporonspp?2 7001 Cryptococcus neoformars
3412  Trichosporonspp?2 7002 Candida albicans
3413  Trichosporonspp?2 7003 Cryptococcus neoformans2
3416  Trichosporonspp?2 7012 Candida albicans
3417  Trichosporonspp2 7041 C. neoformansl/C.neoformans2
3443  Trichosporonspp?2 /C. 7600 Candida guillermondi
neoformans 2
3453  Trichosporonspp?2 7603 C.neoformans/Trichosporasppl
7043  Criptococcus neoformans2 7611  C.neoformans/Trichosporasppl
7051 C. neoformans 2/ C. neoformans7613  Trichosporonsppl
1
7053 C. neoformans 2 / Trichosporon 7617  Trichosporonsppl
spp 1
7100 Candida famata 7620  Candida guillermondi
7102 Candida albicans 7641  Cryptococcus neoformansl
7104  Candida famata 7643  C.neoformans/Trichosporaspp 1
7110 Candida tropicalis/Candida 7647  Trichosporonsppl
albicans
7112  Candida albicans 7651  C. neoformans/Trichosporappl
7120 Candida lusitaniae /C. 7652  Trichosporonsppl
famata/C.qguilliermondii
7200 Saccharomyces cerevisiae 7653  TrichosporonspplC.
neoformansl
7204  Candida kefyr 7657  Trichosporonsppl
7213  Trichosporonsppl/C. 7671  C.neoformans/ Trichosporasppl
neoformans 1
7220  Candida guillermondi 7700 Candida guillermondi
7224  Candida kefyr 7717  Trichosporonsppl
7241  Crytococcus neoformansl 7720  Candida guillermondi
7243  C. neoformans 1/C. neoformans 7741  Cryptococcus neoformansl
2
7251  C. norformansl 7751  C. neoformansl/ Trichosporon
sppl
7253  C.noeformans/Trichosporapd 7753  Trichosporonsppl
7300 Saccharomyces cerevisiae 7757  Trichosporonsppl
7310 Saccharamyces cerevisiae 7320  Candida guillermondi
7312  Candida albicans 7324  Candida kefyr
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ANEXO N°2. NORMA TECNICA 1602

E8-29y

INEN - Casilla 17-01-3999 - Baquerizo

iano de

S
CDU: 666.583.4 DI'EII Qu 08.01-417
Norma Técnica AGENTES TENSOACTIVOS. PASTA DENTAL. REQUISITOS INEN 1 602
Ecuatoriana
Obligatoria ‘ 1987-10
1. OBJETO

1.1 Esta norma establece los requisitos que debe cumplir la pasta dental (fluorada y no fluorada)

destinada para su empleo, con el cepillo, en la limpieza de los dientes.

2. ALCANCE
2.1 La pasta dental es un dentifrico en forma de pasta, cuyo fin principal es coadyuvar a la limpieza
mecénica de los dientes, y consiste en una suspension de sustancias abrasivas en una solucion acuosa de

glicerina o sorbitol, o glicerina y sorbitol, agentes activos, preservativos, posiblemente principios
activos, asi como también otros agentes auxiliares.

3. DEFINICIONES

3.1 Dentifrico. Producto en forma de polvo, pasta o liquido, utilizado para la limpieza de los dientes
o para mantener la higiene bucal, cuidado de las encias y prevencién de las caries dentales.

3.2 Pasta dental higiénica. Dentifrico cuya funcion es la de mantener la higiene bucal.

3.3 Pasta dental profilactica. Dentifrico que posee la doble funcion de mantener la higiene bucal
y, al mismo tiempo, prevenir el desarrollo de las caries dentales.

3.4 Pasta dental medicada. Dentifrico que posee efectos terapéuticos.

4. CLASIFICACION

4.1 La pasta dental se clasifica de acuerdo con su accién en:
4.1.1 Higiénica
4.1.2 Profilactica

4.1.3 Medicada

(Continta)

-1- 1987-087
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NTE INEN 1602 1987-10

5. REQUISITOS
5.1 La pasta dental debe ser del tipo fluorado o no fluorado, es decir, a eleccion del comprador.
5.2 Los colorantes utilizados deben ser aquellos aceptados por la autoridad de salud.

5.3 La pasta dental no debe contener mono 6 disacaridos, u otros carbohidratos faciimente
fermentables.

5.4 Los ingredientes que estén detallados en el formulario legal vigente, deben ser de la pureza
establecida en aquella publicacién; todos los ingredientes deben ser de una calidad apropiada para el
uso a que se los destinan, y dar cumplimiento con los requisitos legales de aplicacion.

5.5 La pasta dental debe estar libre de grumos y de particulas que sean palpables en la boca como
unidades separadas.

5.6 La pasta dental no debe contener cualquier sustancia que pueda ser dafina si fuese
ingerida durante el cepillado, y no debe causar una reaccitn téxica o imitante cuando sea usada en la cavidad
bucal, o ser perjudicial en cualquier otro modo.

5.7 Estabilidad quimica

5.7.1 El envase con la pasta dental, sometido durante 72 h a 45°C, luego de 25°C no debe
presentar alteraciones visibles, como: separacion de fases, burbujas, espuma, cambios de coloracién
y consistencia,

5.8 Estabilidad microbiolégica

5.8.1 El envase con la pasta dental, sometido durante 12 dias .a 32'C y luego a 25 C, no debe presentar
alteraciones visibles, como: separacion de fases, burbujas, espuma, cambio de coloracién y
consistencia.

5.9 Extrusién del tubo. El contenido de pasta dental debe salir del tubo en una masa continua,
inclusive a la temperatura de 10 C sin la aplicacion de fuerza excesiva.

5.10 Apariencia. La pasta dental debe fluir del tubo en forma homogénea y mantener la forma dada
de la boquilla sin presentar separacion de fases, burbujas de aire y grumos en observacion visual.

5.11 La pasta dental no debe contener metales en cantidades que pueden causar dafio a la salud de
los consumidores.

5.12 La pasta dental debe cumplir con los requisitos establecidos en la Tabla 1.

(Continua)

= —TgE708T
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NTE INEN 1 602 1987-10

TABLA 1. Requisitos de la pasta dental

REQUISITOS Unidad Minimo Maximo Método de ensayo
Densidad glem® 12 1.7 INEN 1 595
pHa23T — 4,5 10,5 INEN 1 596
Consistencia mm 20 80 INEN 1597
Contenido total de

humectantes % (m/m) - 70 INEN 1 598
Abrasion (ciclos) 100 —- INEN 1 599
Contenido de plomo ug/g - 5 INEN 1601

6. INSPECCION

6.1 El muestreo debe realizarse de acuerdo con lo indicado en la Norma INEN 815.

6.2 En la muestra extraida .se efectuaran los ensayos indicados en el numeral 5.12 de esta norma.

6.3 Si la muestra ensayada no cumple con uno o mas de los requisitos establecidos en el numeral
5.12 de esta norma, se extraera una nueva muestra y se repetiran los ensayos.

6.4 Si algunos de los ensayos repetidos nc cumpliere con los requisitos establecidos, se rechazara el lote
correspondiente.

7. ENVASADO Y ETIQUETADO

7.1 La pasta dental debe envasarse en tubos colapsibles u otros envases de material adecuado,
herméticamente cerrado, gue garanticen las caracteristicas del producto en condiciones normales de
almacenamiento.

7.2 Cada tubo colapsible o envase debe presentar una inscripcion perfectamente legible que
incluya la siguiente informacion:

a) razon social del fabricante y marca comercial,

b) denominacién del producto "Pasta dental higiénica, profilactica o medicada”,

c) agente profilactico (si lo contiene),

d) contenido neto, en cm’,

e) norma INEN de referencia,

f) namero del Registro Sanitario,

g) direccion del fabricante, ciudad y pais,

h) las demas especificaciones exigidas por Ley.

(Continua)
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7.4 El tubo colapsible o el envase no debe presentar leyendas de significado ambiguo ni descripcién
de caracteristicas del producto que no puedan ser debidamente comprobadas.

7.5 La comercializacion de este producto cumplird con lo dispuestc en las regulaciones y
resoluciones dictadas, con sujecion a la Ley de Pesas y Medidas.

(Continua)
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APENDICE Z

Z.1 NORMAS A CONSULTAR

INEN 815 Agentes tensoactivos. Muestreo.

INEN 1 595 Pasta dental. Determinacién de la densidad

INEN 1 596 Pasta dental. Determinacién del pH

INEN 1 597 Pasta dental. Determinacion de la consistencia.

INEN 1 598 Pasta dental. Determinacién del contenido total de humectantes.
INEN 1 599 Pasta dental. Determinacion de la abrasion

INEN 1 601 Pasta dental. Determinacion de metales pesados.

Z.2 BASES DE ESTUDIO

Norma Britanica BS 5136 Specification for Toothpastes. British Standards Institution. Londres,
1981.

Norma Cubana NC 95-04 Perfumeria y Cosméticos. Cremas dentales. Especificaciones generales de
calidad. Comité Estatal de Normalizacién, Habana, 1982.

Norma Sudafricana SABS 1302 Norma esténdar para pasta dentifrica. South African Bureau of
Standards. Pretoria, 1980.

Norma Argentina IRAM 25 578 Pasta Dentifrica. Instituto Argentino de Racionalizacion de
Materiales. Buenos Aires, 1978.

Norma IS 6356 Specification for Tooth paste. Indian Standards Institution, New Delhi, 1975.
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ANEXO N° 3 CONCENTIMIENTO INFORMADO

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TOMA DE MUESTRAS ORAES
Nombre:
En forma voluntaria y sin ninguna presién o inddnatonsiento la toma de muestra de
la cavidad oral, consiento en que el espécimenusado para probar el efecto de
distintas formulaciones de dentifricos sobre egsede levaduras aisladas de la

microbiota oral.

Entiendo el procedimiento para la toma de mueBmaendo que puedo terminar mi
participacién en cualquier momento o puedo seluala(a)

En tales circunstancias consiento donar una o nu@stnas orales para contribuir a
estudios de actividad antimicrobiana.

Firma
Cedula |

Cuidad y fecha
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ANEXO N°4. BASE DE DATOS DE DE REQUISITOS DE NTE INEN 1602

£ 5 3 5
g 2 © s
z = g £ 5
s 8 £ S 4
3 3 & é‘ & promedio Error relativo
Codigo Nombre Tipo £ & i N < i & < i R & o @ < o
Ac Aquafresh triple accién Convencic - - - t t t - - - - - - 6,43 6,38 6,4 6,4 0,0047
Bc Kolynos Convencic - - - t t t - - - - - - 7,2 7,11 7,15 7,15 0,0069
Cc Gel denntal Megamaxi Convencic - - - - - - - - - - - - 6,72 6,69 6,71 6,7 0,0029
Dc Fortident 4 accién Convencic - - - - - - - - - - - - 7,53 7,52 7,5 7,51 0,0026
Ec Cogate 3 accién Convencic - - - - - - - - - - - - 7,49 7,45 7,52 7,48 0,0053
Fc Blendas gel Dental Convencic - - - - - - - - - - - - 8,06 8,01 8,05 8,04 0,0037
Gc Colgate Max White Convencic - - - - - - - - - - - - 7,86 7,79 7,82 7,82 0,0051
Hc Aquafresh extra fresh Convencic - - - - - - - - - - - - 8,88 8,86 8,88 8,87 0,0022
Colgate max fresh cristales
Ic refrescantes Convencic - - - - - - - - - - - - 7,87 7,82 7,81 7,83 0,0051
Jc Colgate max fresh noche Convencic - - - - - - - - - - - - 7,25 7,27 7,29 7,27 0,0027
Colgate maxima proteccion
Kc anticaries Convencic - - - T T tt - - - - - - 73 7,25 7,26 7,27 0,0041
Lc Aquafresh ultimate white Convencic - - - Tt Rans Tt - - - - - - 9,15 9,1 9,13 9,12 0,0032
Mc Aquafresh white shine Convencic - - - - - - - - - - - - 8,58 8,49 8,51 8,52 0,0058
Nc Aquafresh extrem clean Convencic - - - - - - - - - - - - 7,92 7,96 8,01 7,96 0,0056
Ah Colgate total 12 clean mint Herbales - - - T T + - - - - - - 8,1 8,08 8,02 8,06 0,0068
Bh Blendas menta+ aloe Herbales - - - tt tt ks - - - - h - 6,83 6,82 6,79 6,81 0,0036
ch Blendas menta+ manzanilla Herbales Tt Tt "t + t t - - - - - - 6,46 6,42 6,45 6,44 0,0038
Colgate total 12 clean
Dh profesional Herbales - - - - - - - - - - - - 7,58 7,57 7,52 7,55 0,0052
Eh ESPOCH Herbales - - - Tt Tt Tt - - - - - - 4,8 4,95 4,9 4,88 0,017
Am Encident Medicada h N - t t 1 - - - - h - 7,85 7,82 7,81 7,82 0,0025
Bm Dentident Medicada h h - - h h h h h h h - 7,73 7,72 7,71 7,72 0,0012
Cm Colgate sensitive original Medicada t t t - - - - - - - - - 7,23 7,22 7,19 7,21 0,0034
Dm Sensodyne proteccion total Medicada - - - - - - - - - - - - 6,61 6,51 6,69 6,6 0,014
Em Gingivit Medicada Tt Tt Tt + t + - - - - - - 7,01 7,09 7,11 7,07 0,0084
Fm Sensodyne original Medicada t t t t + + - - - - - - 7,95 7,92 7,94 7,93 0,0025
Gm sensodyne cool gel Medicada - - - T T + - - - - - - 7,15 7,21 7,11 7,15 0,0069
Sensodyne blanqueador
Hm antisarro Medicada h N - Tt tt Tt - - - - h - 8,84 8,94 8,98 8,92 0,0089
Sensodyne blanqueador Extra
Im fresh Medicada h N - t t 1 - - - - h - 9,49 9,59 9,57 9,55 0,0062
Colgate sensitive
Jm blanqueadora Medicada - - - Tt Rans Tt - - - - - - 8,16 8,11 8,15 8,14 0,0036
Colgate sensitive
Km multiproteccion Medicada h N - t t 1 - - - - h - 7,66 7,68 7,66 7,66 0,0013
Lm Soral F Medicada h h - - h h h h h h h - 7,28 7,23 7,27 7,26 0,0041

Mm Odonto smokers Medicada Lot T+t Land Tt Tt Tt - - - - - - 8,59 8,54 8,59 8,57 0,004
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ANEXO N°5. LISTA DE INGREDIENTES DE DENTIFRICOS

TABLANP®1 Lista de dentifricos con sus respectivos i ngredientes

Cddigo

CONVENCIONALES

C1

Aquafresh triple proteccion

Ingrediente activo. Fluoruro de sodio
Agua, sorbitol, silica, glicerina, lauril sulfate dodio, aroma, goma
xanthan, dioxido de titanio, sacarina sddica, cgman, hidroxido de

Cc2

Kolynos

Ingrediente activo. Monofluorofosfato de sodio,dtluro de sodio
Fosfato di calcico, agua, glicerina, lauril sulfat® sodio, sabor, goma
de celulosa, monofluorofosfato de sodio, pirofasfde tetrasodio,
sacarina sodica, fluoruro de sodio y monofluoradtistie sodio.

C3

Gel dental (megamaxi)

Ingredientes activos. Fluoruro de sodio, triclosan
Sorbitol, agua, silica hidratada, sodio lauril atdf fosfato dicalcico,
aroma, sacarina, sorbato de potasio, carragerata,@rificada

C4

Fortident 4 accion

Ingrediente activo. Fluoruro de sodio, triclosan

Sorbitol, silica hidratada, agua, cocamidopro@ril sulfato de sodio,
aroma, goma celulosa pirofosfato tetrasodico, fitmde sodio,
sacarina sodica, dioxido de titanio, metilparabeno

C5

Colgate triple accion

Ingrediente activo. Fluoruro de sodio

Sorbitol, agua, silica hidratada, lauril sulfatosbelio, sabor,
carragenina, pirofosfato de tetrasodio, fluorursdeio. Sacarina
sddica, didxido de titanio, pigmento verde, azul

C6

Blendas gel dental

Ingrediente activo. Fluoruro de sodio
Sorbitol, agua purificada, silica, pirofosfato, fidgulfato de sodio,
sacarina, aroma, carragenato.

C7

Colgate max White

Ingrediente activo: Fluoruro de sodio

Sorbitol, agua, silica hidratada, lauril sulfatosibelio, cocamidopropil
betaina, sabor, goma de celulosa, pirofosfatodettia, fluoruro de
sodio, sacarina sodica, hidroxipropil, metilcelalggigmento azul,
verde
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C8

Aquafresh extra fresh

Ingrediente activo. Monofluorofosfato de sodio

Carbonato de calcio, carragenan, carboximetilosiukodica,
glicerina, silica hidratada, benzoato de sodicattonato de sodio,
lauril sulfato de sodio, sacarina sodica, sorbdalxido de titanio.

C9

Colgate max fresh cristales refrescantes

Ingrediente activo. Fluoruro de sodio

Sorbitol, agua, silica hidratada, cocamidopropyblye, sabor,
polietilenglicol, carboximetilcelulosa, lauril satb de sidio, sacarina
sddica, fluoruro de sodio, hidroxipropilmetilcelsé

C10

Colgate max fresh noche

Ingrediente activo. Fluoruro de sodio, laminillas d
hidroxipropilmetilcelulosa con oxido de zinc 0.32%.
Sorbitol, silica hidratada, lauril sulfato de sqdsabor, goma celulosa,
cocamidopropyl betoina, sacarina sodica, fluoresadio, Lamina de
oxido de zinc, metilcelulosa.

Cl1

Colgate maxima proteccion anticaries

Ingredientes activos. Monofluorofosfato de sodio

Fosfato di calcico, di hidratado, agua, gliceriaayil sulfato de sodio,
goma de celulosa, sabor, monofluorofosfato de sqitiofosfato
tetrasodio,sacarina de sodio, fluoruro de sodio

C12

Aqufresh ultimate White

Ingrediente activo. Fluoruro de sodio

aroma, glicerina, silica, benzoato de sodio, higtdxle sodio, lauril
sulfato de sodio, sacarina sédica, trifosfato dkcssorbitol, agua,
goma.

C13

Aquafresh White shine

Ingrediente activo: Fluoruro de sodio
Sorbitol, agua, lauril sulfato de sodio, aroma, gopfosfato de
sodio,dioxido de titanio, sacarina sodica, benzdateodio

C14

Aquafresh extrem clean

Ingrediente activo: Monofluorofosfato de sodio

Agua, silica hidratada, polietilenglicol, laurill&ato de sodio, dioxido
de titanio, carboximetilcelulosa, sabor, bicarbordd sodio, sacarina
sbdica, carragenato de calcio, benzoato de sodio.

HERBALES

H1

Colgate total 12 clean mint

Ingredientes activos. Fluoruro de sodio Triclosan




-61 -

Agua, sorbitol, silica hidratada, copolimero, lastlfato de sodio,
aroma, carragenina, hidroxido de sodio, fluorursaidio, triclosan,
sacarina sodica, Cl 77891 dioxido de titanio

H2

Blendas menta + aloe vera

Ingrediente activo: Fluoruro de sodio

Extracto botanico de aloe y menta, Sorbitol, agii@a, Fosfato,
Goma Carbopol, lauril sulfato de sodio, sacarindi@xido de titanio,
aloe vera, menta

H3

Blendas menta + manzanilla

Ingrediente activo: Fluoruro de sodio

Extracto botanico de menta y manzanilla, Sorbégla, silica, fosfato,
goma carbopol, lauril sulfato de sodio, sacarindidxido de titanio,
menta, manzanilla.

H4

Colgate total 12 clean profesional

Ingrediente activo. Fluoruro de sodio triclosan.
Silica hidratada, agua, glicerina, sorbitol, lastilfato de sodio, aroma,
sabor, goma.

H5

Dentrifico Espoch” Veronica Bodero”

Principio activo. Extracto fluidos de arrayan y pun
Carbonato de calcio, lauryl sulfato de sodio, glitg Cmc, Savarina,
aceite mineral, agua.

MEDICINALES

M1

Encident

Ingrediente activos: Fluoruro de sodio
Gluconato de clorhexidina

M2

Dentident

Ingrediente activo. Fluoruro de sodio, nitrato déagio, extracto
fluido de aloe y manzanilla

Sorbitol, agua, silica, goma celulosa, pirofosfatrbopol, aroma,
lauril sulfaton de sodio sacarinato.

M3

Colgate sensitive original

Ingrediente activo. Citrato de potasio, monofluoséfto de sodio.
Sorbitol, agua, glicerina, silica hidratada, citrede potasio, lauril
sulfato de sodio, monofluorofosfato de sodio, sagoma celulosa,
sacarina sodica, didxido de titanio.

M4

Sensodyne proteccion total
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Ingrediente activo. Fluoruro de sodio, cloruro déagio
Agua sorbitol, silica hidratada, glicerina, cocaautbpyl betoina,
goma celulosa, didxido de titanio, sacarina sodica.

M5 Gingivit

Ingrediente activo. Aluminio o lactato, monofluavefato de sodio,
triclosan, tetrasodio pirofosfato.

M6 Sensodyne original

Ingrediente activo. Fluoruro de sodio

Agua, glicerina, carbonato de calcio, silica, hxineetilcelulosa,
cloruro de estroncio, didxido de silicio, didxide titanio, sacarina
sbdica, menta piperita, metilparabeno, propilpanabsalicilato de
metilo, mentol.

M7 Sensodyne cool gel

Ingrediente activo:Fluoruro de sodio
Goma celulosa, aroma, glicerina, silica hidratadaacarina sodica,
sorbitol, tatrasodio fosfato, agua.

M8 Sensodyne blanqueador antisarro

Ingrediente activo. Fluoruro de sodio, nitrato déagio

Agua, goma celulosa, cocamidopropyl celulosa batajticerina,
sacarina sodica, silica, bicarbonato de sodio,id@ge titanio,
pirofosfato tetrapotasico

M9 Sensodyne Blanqueador Extra Fresh

Ingrediente activo. Fluoruro de sodio, nitrato déagio

Agua, sorbitol, glicerina, silica, goma celulosatitelorhidrato de
sodio, sabor, glicolpolietileno, dioxido de titanmoetilsodio taurate,
cocamidopropil betaina, goma xanthan, hidroxideal#io, sacarina de
sodio.

M10 Colgate sensitive blanqueadora

Ingrediente activo. Monofluorofosfato de sodior&tib de Potésio.
Agua, sorbitol, glicerina, silica hidratada, citrate potasio, copoli
mero, lauril sulfato de sodiosabor, goma celulbgiroxido de sodio,
sacarina sodica, didxido de titanio.

M1l Colgate sensitive multiproteccion

Ingrediente activo. Monofluorofosfato de sodio r&lib de Potasio,
Citrato de Zinc
Agua, sorbitol, silica hidratada, glicerina, citrate potasio, pirofosfato
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de tetrapotasio, citrato de zinc, copolimero, lasuifato de sodio,
aroma, hidroxido de potasio, goma celulosa, didxidditanio. TKPP

M12

Soral f

Ingrediente activo: Nitrato de Potasio Triclosargridfluorofosfato de
Sodio, extracto de aloe vera, Pirofosfato tetrasfdauril sulfato de
sodio, triclosan, hidroxietilcelulosa, menta, dafixide titanio, didxido
silicio, mentol, propilparabeno, metilparabeno, ilealicilato,
glicerina, sorbitol, agua.

M13

Odonto smokers

Ingrediente activo: Aluminio silicato, hidroxietdlulosa, lauril sulfato
de sodio, sodio monofluor, sacarina sddica, tetliagoirofosfato,
tetrapotasio pirofosfato, sabor




