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RESUMEN

La finalidad del estudio fue evaluar la eficacia antimicrobiana de la pasta “experimental”
a base de doxiciclina- claritromicina- metronidazol frente a Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) y a Candida albicans (ATCC 24433), en comparacion con la pasta Trimix
y pasta Fortrimax. El estudio estuvo conformado por un total 120 placas petri y se utilizd
la técnica de método de difusion en pozo. 60 placas petri conteniendo agar Tripticasa
Soya fueron inoculadas con Enterococcus faecalis, siendo distribuidas en 20 placas para
cada pasta medicamentosa. En cada placa se perfor6 4 pozos, depositdndose la pasta
antibiodtica, Ca (OH)z, control positivo, control negativo en cada uno de los pozos. Por
otro lado, otras 60 placas petri conteniendo agar Sabouraud fueron inoculadas con
Candida albicans, siendo divididas en 20 placas petri para cada pasta medicamentosa.
Igualmente, en cada placa se perfor6 4 pozos, colocandose la pasta antibidtica, Ca (OH),
control positivo, control negativo en cada uno de los pozos. Finalmente, las lecturas de

los halos de inhibicion fueron tomadas a las 24 horas y 48 horas.

Se utilizd6 ANOVA con prueba pos-hoc de Bonferri (p<0,05). Se observo que la pasta
Trimix fue mas eficaz con el Enterococcus faecalis seguida de la pasta “experimental”.
La pasta Trimix obtuvo buen efecto antimicético frente a Candida albicans, seguida del
Fortrimax y pasta “experimental”. Se concluye que la pasta “experimental” presenta un
halo de inhibicion que se interpreta como sumamente sensible frente al Enterococcus

faecalis y Candida albicans a las 24 horas y 48 horas.

PALABRAS CLAVES: Enterococcus faecalis, Candida albicans, doxiciclina,

claritromicina, farmacorresistencia bacteriana



ABSTRACT
The purpose of the study was to evaluate the antimicrobial efficacy of the "experimental”
paste based on doxycycline- clarithromycin- metronidazole against Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) and Candida albicans (ATCC 24433), in comparison with
Trimix paste and Fortrimax paste. The study consisted of a total of 120 petri dishes and
the well diffusion method technique was used. 60 petri dishes containing Trypticase Soya
agar were inoculated with Enterococcus faecalis, being distributed in 20 plates for each
drug paste. In each plate 4 wells were perforated, depositing the antibiotic paste,
Ca(OH)., positive control, negative control in each of the wells. On the other hand,
another 60 petri dishes containing Sabouraud agar were inoculated with Candida
albicans, being divided into 20 petri dishes for each drug paste. Likewise, in each plate
4 wells were perforated, placing the antibiotic paste, Ca (OH)», positive control, negative
control in each of the wells. Finally, the readings of the inhibition halos were taken at 24

hours and 48 hours.

ANOVA with Bonferri's post-hoc test was used (p<0.05). It was observed that the Trimix
paste was more effective with Enterococcus faecalis followed by the “experimental”
paste. Trimix paste obtained good antifungal effect against Candida albicans, followed
by Fortrimax and "experimental™ paste. It is concluded that the “experimental” paste
presents an inhibition halo that is interpreted as highly sensitive to Enterococcus faecalis

and Candida albicans at 24 hours and 48 hours.

KEY WORDS: Enterococcus faecalis, Candida albicans, doxycycline, clarithromycin,

bacterial drug resistance.



I.  INTRODUCCION

El éxito o fracaso del tratamiento endoddntico se determina por los signos y
sintomas clinicos, acompariados por los controles radioldgicos. Los factores mas
frecuentes relacionados al fracaso endodontico son: persistencia de bacterias
interradiculares y extrarradiculares, preparacion quimiomecanica inadecuada y una
obturacion deficiente del sistema de conductos.! Las infecciones microbianas de los
sistemas de conductos radiculares pueden desarrollar periodontitis apical,
enfermedad inflamatoria de los tejidos perirradiculares, por lo que es primordial

erradicar todo el tejido pulpar y microorganismos durante la endodoncia.?

Dentro de los microorganismos estudiados, el Enterococcus faecalis, el principal
microorganismo gram positivo persistente en infecciones secundarias, es capaz de
formar una biopelicula monoespecie en el sistema de conductos radiculares sin el
apoyo sinérgico de otros microorganismos.2 Otra especie es la Candida albicans, la
cual ha sido identificada con una alta frecuencia en infecciones endodonticas
persistentes. Posee varios factores de virulencia que favorece a la invasion del tejido

huésped.*

El conocimiento de los principales microorganismos implicados en los fracasos
endododnticos ha contribuido a la investigacion y desarrollo de medicamentos
intraconductos, como el Ca (OH). que tiene propiedades antimicrobianas debido a
su pH alcalino; sin embargo, su eficacia es baja frente a Enterococcus faecalis y

Candida albicans.®



En contraste, la pasta Trimix, compuesta por minociclina, metronidazol y
ciprofloxacino, ha demostrado resultados favorables frente a las cepas
mencionadas.® Por otro lado, la pasta Fortrimax, conformada por
Amoxicilina/Clavulanico, Levofloxacino y Cefuroxima presenta un mejor efecto
antimicrobiano que la pasta Trimix frente a Enterococcus faecalis. 7 Se debe
subrayar que, para que tengan eficacia, las medicaciones intraconducto deben

difundirse por todas las areas anatomicas del sistema de conductos radiculares.®

Teniendo en cuenta que no se ha encontrado un medicamento intraconducto ideal,
se deben realizar estudios in vitro que evallen la efectividad de nuevos
medicamentos intraconductos frente a las cepas Enterococcus faecalis y Candida
albicans. En este estudio se planteé una nueva pasta ‘“experimental”, cuya

composicion estd dada por doxiciclina °

, una tetraciclina que tiene accion
bacteriostatica, que actda impidiendo la sintesis de proteinas por medio de su union
reversible con la sub -unidad 30S; asi como la claritromicina, un macrélido que
tiene un amplio espectro antibacteriano y una buena distribucion tisular con baja
incidencia de efectos secundarios.'® Finalmente, el metronidazol que es un imidazol
altamente eficaz sobre microorganismos anaerobios y protozoos. Este medicamento
inhibe los cidos nucleicos y la replicacion de ADN de las bacterias anaerobias.

No existen estudios previos que evallen la eficacia de la combinacion de estos tres

medicamentos, por ello se planted la siguiente pregunta:

¢Cual es la eficacia antimicrobiana de la pasta “experimental” frente a la cepa
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y Candida albicans (ATCC 24433) en

comparacion con la pasta Trimix y Fortrimax in vitro?



Il. OBJETIVOS

11.1. Objetivo General
Comparar la eficacia antimicrobiana de una pasta “experimental”, pasta Trimix y
Fortrimax frente a la cepa de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y Candida

albicans (ATCC 24433).

Il 2. Objetivos Especificos
1. Determinar la eficacia antibacteriana a las 24 horas y 48 horas de una pasta
“experimental”, la pasta Trimix, pasta Fortrimax frente a las cepas de

Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

2. Determinar la eficacia antimicoética a las 24 horas y 48 horas de una pasta
“experimental”, pasta Trimix, pasta Fortrimax frente a las cepas de Candida

albicans. (ATCC 24433)



I11. HIPOTESIS

HO: La eficacia antimicrobiana de la pasta “experimental”, pasta Trimix y

Fortrimax son similares frente a cepas Enterococcus faecalis y Candida albicans.

H1: La eficacia antimicrobiana de la pasta “experimental”, pasta Trimix y

Fortrimax son diferentes frente a cepas Enterococcus faecalis y Candida albicans.



IV. MARCO TEORICO

La alta prevalencia de Enterococcus faecalis en casos de fracasos endodonticos
resalta su capacidad para sobrevivir en entornos ambientales adversos, como la
privacion nutricional, por lo que usa el suero proveniente del hueso alveolar y del

ligamento periodontal como fuente de alimento el cual le ayudara para fusionarse

1.12

al colageno tipo Por otro lado, la Candida albicans se considera més patégena

que otras especies de Candidas debido a la tendencia a formar biopeliculas en
diversas superficies de sustratos que son altamente adhesivas y brindan un nicho de
proteccion para sus células. Otros factores de virulencia adicionales incluyen la
transformacion morfologica de las hifas, la adhesion a una variedad de superficies,
la evasion e inmunomodulacion de la defensa del hospedero, el tigmotropismo y la
secrecion de enzimas hidroliticas; estas propiedades pueden desempefiar un papel
importante en el desarrollo de la periodontitis apical persistente después del

tratamiento endodontico. 2

El uso de un medicamento intraconducto se considera un paso importante para
obtener y mantener la desinfeccion del sistema de conductos radiculares después de
la instrumentacion y antes de la obturacién, aumentando significativamente las
posibilidades de un tratamiento exitoso.}* Siqueira et al. > demostraron que con la
instrumentacién e irrigacion se eliminan el 90% de las bacterias. Es asi que, al dejar
un 10% de remanente de microorganismos, estos pueden potencialmente proliferar

entre citas.



En la eleccién de un medicamento intraconducto se debe considerar °:

a. Calidad: Se debe determinar la cantidad y la concentracién del medicamento,

para que actue sin dafiar los tejidos circundantes.

b. Localizacion: Es necesario tener en cuenta el mecanismo de accion de las

sustancias para determinar la forma correcta para su localizacion.

c. Tiempo de aplicacion: Es necesario conocer el tiempo en que la sustancia
permanece activa. Cada uno tiene un tiempo de vida Gtil después del cual su efecto

desvanece.

Arican et al. 1’ evaluaron la eficacia antimicrobiana de la pasta Trimix, pasta doble
antibidtica (ciprofloxacino, metronidazol) y Ca (OH). frente Enterococcus faecalis
y Candida albicans, concluyeron que la pasta doble antibidtica alcanz6 valores

similares a la pasta Trimix.

Kumar et al. * realizaron una revision sistematica donde evaluaron la tasa de
curacion de la lesion periapical tras el apdsito antibacteriano con pasta Trimix y
Ca (OH)2, concluyeron que la pasta Trimix eliminé la sintomatologia a diferencia

del Ca (OH)..

Srikumar et al. 1° concluyeron que el gel de clorhexidina al 2% vy la pasta Trimix
con chitosan al 3% mostraron una mejor eficacia antifingica que el vitapex y el

Ca (OH)..



Dahake et al. %° realizaron un estudio in vitro sobre la eficacia de una nueva pasta
medicamentosa (clindamicina, metronidazol, doxiciclina) frente a Candida
albicans y Enterococcus faecalis, concluyeron que ambas cepas presentaron un
90% y 70% de sensibilidad, respectivamente, frente a la nueva pasta

medicamentosa.

Mandras et al. 2 evaluaron el efecto antibacteriano y la profundidad de accion de la
pasta triple antibiotica modificada (ciprofloxacino, metronidazol y claritromicina)

frente a Enterococcus faecalis, obteniendo un resultado favorable.

Gutiérrez 2% compar6 el efecto de la pasta Trimix modificada (ciprofloxacino,
metronidazol y clindamicina) con la pasta Trimix frente a Enterococcus faecalis,
concluyendo que la pasta Trimix modificada presenta mejor eficacia a bajas

concentraciones que la pasta Trimix.

Pandey et al. 2 compararon la eficacia antimicrobiana de la pasta Trimix y la (pasta
Trimix + cisteamina), concluyendo que la cisteamina aumento la capacidad de la

pasta Trimix.

En el presente estudio se evalud una nueva pasta “experimental”, que es factible de
usar en la clinica y cuyo aporte en la salud de los pacientes podria lograr un efecto
positivo. Es importante reconocer que un adecuado control de infecciones y
esterilizacion del sistema de conductos radiculares y la region perirradicular

favorecen una buena cicatrizacién.?



V. METODOLOGIA.

V.1. Disefio del estudio

El tipo de investigacion fue experimental in vitro.

V.2. Grupos de estudio

Con la finalidad de establecer un tamafio de muestra que justifique la cantidad de
replicas se utiliz6 la formula de comparacion de medias a un nivel de confianza del
95% y un margen de error del 5% a partir de los resultados de la prueba piloto que
permitieron obtener la desviacion estandar de la respuesta antibacteriana de las
pastas medicamentosas de prueba frente a los microorganismos del estudio,
determinando el uso de 60 placas petri para el grupo de estudio frente a cepas de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), distribuidas en 20 placas petri para cada
pasta medicamentosa, y 60 placas petri para el grupo de estudio frente a cepas de
Candida albicans (ATCC 24433) y distribuidas en 20 placas petri para cada pasta

medicamentosa.



V.3. Variables (Anexo 1)

Variable Dependiente

e Eficacia antimicrobiana: Capacidad de la medicacion intraconducto de
eliminar la progresion de los microorganismos. % Para el presente estudio
presenta dos dimensiones:

Eficacia antibacteriana: Capacidad de la medicacion intraconducto de
eliminar la proliferacion de una bacteria. Para el presente estudio fue el
Enterococcus faecalis.?®

Eficacia antimicdtica: Capacidad del medicamento intracanal de evitar el

crecimiento de hongos. Para el presente estudio fue la Candida albicans. 2°

Variable Independiente

e Pasta medicamentosa: Es la mezcla de varios medicamentos que tienen

sinergismo, la cual inhibe a los microorganismos patdgenos. 2

Covariable

e Tiempo de lectura de los halos: Es el tiempo que transcurre desde la

incubacion microbiologica de los medicamentos intraconductos, que fueron

previamente inoculados en las placas Petri, hasta las 24 y 48 horas. 8



V.4. Procedimientos y técnicas

Se obtuvo la aceptacion del estudio otorgado por la Coordinadora del Laboratorio

de Bacteriologia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. (Anexo 2).

Técnica:

Se registro la informacion mediante la observacion directa del halo inhibitorio, que
consistio en la observacion de las réplicas dentro de un contexto particular sin
modificar el ambiente y se midio la sensibilidad sobre la cepa de Enterococcus
faecalis (ATC 29212) y Candida albicans (ATCC 24433) frente a la pasta
“experimental, la pasta Trimix, pasta Fortrimax, mediante la medicion del halo

inhibitorio.

Obtencion del material bioldgico.

Se obtuvo las cepas de Enterococcus faecalis ATCC (29212) y Candida albicans

(ATCC 24433) del Laboratorio de Bacteriologia UPCH.
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Reactivacion de la Cepa bacteriana Enterococcus faecalis ATCC 29212

(Anexo 3)

En primer lugar, se realizo la preparacion de frascos de Agar Tripticasa Soya (TSA)
y caldos Infusion cerebro-corazon (BHI). Esta consistié en la obtencién de 1200
ml (20 ml en cada placa petri) de Agar TSA y 60 ml de BHI (1ml en cada placa
petri). Para ello se realizo la dilucion del polvo de Agar TSA en agua destilada
previamente se obtuvo el peso correcto de Agar TSA y BHI. Todos los frascos de
Agar TSA y tubos de ensayos de BHI fueron colocados en autoclave por 1 hora.

Luego mediante el uso de una pipeta de plastico, se sembr6 en caldo BHI, y
posteriormente se colocaron en una lata con una vela prendida, la cual fue
correctamente tapada (crecimiento en anaerobiosis). Después se llevo a la estufa
(37 °) por 24 horas, al finalizar este proceso, se realizé la prueba de catalasa, siendo

este un procedimiento confirmatorio béasico.

Reactivacién de la Cepa Candida albicans ATCC 24433 (Anexo 3)

En primer lugar, se realizd la preparacion de frascos de Agar Sabouraud (SB) y
caldos de Mueller- Hinton (MHB). Esta consistio en la obtencion de 1200 ml (20
ml en cada placa petri) de Agar Sabouraud y 60 ml de MHB (1ml en cada placa

petri).

11



Para ello se realizé la dilucion del polvo de Agar Sabouraud en agua destilada
previamente se obtuvo el peso correcto de Agar Sabouraud y caldo de Mueller-
Hinton (MHB). Todos los frascos de Agar Sabouraud y tubos de ensayos de MHB
fueron colocados en autoclave por 1 hora. Luego, mediante el uso de una pipeta de
plastico, se sembré en caldo MHB, y posteriormente se colocaron en la estufa (37°).
por 24 horas. Al completar el desarrollo de reactivacion de la cepa de Candida

albicans, se realizo la Tincion Gram para confirmar la cepa de estudio.

In6culo Bacteriano Enterococcus faecalis y Candida albicans (Anexo 4)

Con la ayuda de una pipeta de plastico se colocé 10 gotas de Enterococcus faecalis
en cada tubo de ensayo (caldo BHI), siendo un total de 6 tubos. Después de ello, se
evaluo la turbidez de cada uno en escala de 0.5 Mc Farland. Asimismo, se coloco
10 gotas de Candida albicans en cada tubo de ensayo (caldo MHB), siendo un total
de 6 tubos. Posterior a ello, se evalud la turbidez de cada uno en escala de 0.5 Mc

Farland.

Elaboracion de las soluciones antibidticas (Anexo 5)
Pasta “experimental”: Se procedid su preparacion en una proporcion equivalente a
1:1:1:1, usando una cuchara dosificadora 3M®. Primero se retird la cubierta entérica de

todos los medicamentos, luego se pulverizd con un mortero 1 tableta de doxiciclina
100myg, luego se realizé el mismo procedimiento con 1 tableta de claritromicina 500

mg Y, posteriormente con 1 tableta de Metronidazol 500mg.

12



Posterior a ello, se tomd una porcion de cada medicamento y se adiciond una
porcion de propilenglicol (1 gota) + macrogold (1cda) y fueron colocados sobre un
block de mezcla y se procedio a mezclar con una espatula de cemento dental hasta

obtener una mezcla homogeénea.

Pasta Trimix: Se procedio a su preparacion en una proporcion equivalentea 1:1:1:1,
usando una cuchara dosificadora 3M®. Primero se retird la cubierta entérica de
todos los medicamentos, luego se pulveriz6 con un mortero 1 tableta de
ciprofloxacino 200 mg, luego se realizd el mismo procedimiento con 1 tableta de
metronidazol (500 mg) y 1 tableta de minociclina (100 mg). Posterior a ello, se
tomo una porcién de cada medicamento y se adiciono 1 gota de propilenglicol (1
gota) + 1 cucharada de macrogold, luego fueron colocados sobre un block de
mezcla y se procedié a mezclar con una espatula de cemento dental hasta obtener

una mezcla homogénea.

Pasta Fortrimax: Se procedi0 a su preparacion en una proporcion equivalente a
1:1:1:1, usando una cuchara dosificadora 3M®. Primero se retir6 la cubierta
entérica de todos los medicamentos, luego se pulverizé con un mortero 1 tableta de
amoxicilina —acido clavulanico 500mg /125mg, luego se realizé el mismo
procedimiento con 1 tableta de Levofloxacino 500mg y 1 tableta de Cefuroxima
500mg. Posterior a ello, se tomd una porcion de cada medicamento y se adiciono
una porcion de propilenglicol (1 gota) + macrogold (1cda) y fueron colocados sobre
un block de mezcla y se procedié a mezclar con una espéatula de plastico hasta

obtener una mezcla homogénea.

13



Pasta amoxicilina (Control Positivo)
Se realizd la preparacion en una proporcion equivalente a 1:1, primero se retir6 la
cubierta entérica del medicamento, luego se pulverizd6 con un mortero 1 tableta de

amoxicilina 500mg, se colocé sobre un block de mezcla con 1 gota de agua
destilada y se mezclé con una espatula de plastico hasta obtener una mezcla

homogénea.

Ca (OH)2 (Control Positivo)
Se realizd la preparacion en una proporcion equivalente a 1:1, primero se coloco
sobre un block de mezcla 1 cucharada de Ca (OH), y 1 gota de agua destilada,

luego se mezclé con una espatula de plastico hasta obtener una mezcla homogénea.

Fluconazol (Control positivo)
Se realizd la preparacién en una proporcion equivalente a 1:1, primero se retir6 la
cubierta entérica del medicamento, luego se pulveriz6 con un mortero 1 tableta de

fluconazol 150 mg, se colocd sobre un block de mezcla con 1 gota de agua destilada

y se mezcl6 con una espatula de plastico hasta obtener una mezcla homogénea.

En este estudio, se usaron las siguientes concentraciones, de acuerdo con lo
establecido en CLSI. ?°

o Ciprofloxacino: 5ug/ml

o Minaociclina: 4pg/ml

o Metronidazol: 8ug/ml.

14



o Levofloxacino: 5 pg/ml

o Amoxicilina/clav: 20/10ug/ml

o Cefuroxima: 30ug/ml.

o Claritromicina: 15 ug/ml.

o Ca(OH).:10gr
o Amoxicilina: 8 pg/mil

o Doxiciclina: 32 ug/mi

Inoculacion de las placas (Anexo 6)

Cepa Enterococcus faecalis ATCC (29212)

Usando una pipeta seroldgica se aplico 1 ml de cepa Enterococcus faecalis en cada
placa petri (60 placas petri, 20 por cada pasta en estudio). Luego se coloco el agar
TSA (25 ml) con un tubo centrifuga, y posteriormente se vertié 25 ml de agar TSA
en cada placa petri (método modificado de pozos de agar). Se perforaron 4 pozos
sobre el agar, con la ayuda de un sacabocados (6 mm de diametro). Estos pozos se
realizaron por cada placa petri. La distribucion de las placas y el contenido de los
pozos para el grupo de la pasta “experimental” fue de la siguiente manera: en 10
placas petri (evaluacion de 24 horas) se colocaron la pasta “experimental”,
amoxicilina (control positivo), Ca (OH)., y agua destilada (control negativo).
Asimismo, en otras 10 placas petri (evaluacion de 48 horas) se colocaron las pastas

mencionadas y el agua destilada como control negativo.

15



Posteriormente, la distribucion de las placas y el contenido de los pozos para el
grupo de la pasta Trimix fue de la siguiente manera: en 10 placas petri (evaluacion
de 24 horas) se colocaron la pasta Trimix, amoxicilina (control positivo), Ca (OH),
y agua destilada (control negativo), seguidamente, en otras 10 placas petri
(evaluacion de 48 horas) se colocaron las pastas mencionadas y el agua destilada
como control negativo.

Luego, para el grupo de la pasta Fortrimax, la secuencia fue la siguiente: en 10
placas petri (evaluacion de 24 horas) se colocaron la pasta Fortrimax, amoxicilina
(control positivo), CaOH, y agua destilada (control negativo), asimismo en 10
placas petri (evaluacién de 48 horas) se colocaron las pastas mencionadas y el agua
destilada como control negativo. Finalmente, las 60 placas petri (crecimiento
anaerobiosis) fueron llevadas a la estufa (37 °). Finalizado el proceso, se realizé la

medida de los halos de inhibicion a las 24 horas y 48 horas.

Cepa de Candida albicans (ATCC 24433)

Usando una pipeta seroldgica se aplicd 1 ml de cepa Candida albicans en cada placa
petri (60 placas petri, 20 por cada pasta en estudio). Luego se coloco el agar
Sabouraud (25 ml) con un tubo centrifuga, y posteriormente se vertié 25 ml de agar
SB en cada placa petri (método modificado de pozos de agar). Se perforaron 4
pozos sobre el agar, con la ayuda de un sacabocados (6 mm de diametro). Estos
pozos se realizaron por cada placa petri. La distribucion de las placas y el contenido
de los pozos para el grupo de la pasta “experimental” fue de la siguiente manera:

en 10 placas petri (evaluacion de 24 horas) se colocaron la pasta “experimental”,
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fluconazol (control positivo), CaOH, y agua destilada (control negativo).
Asimismo, en otras 10 placas petri (evaluacion de 48 horas) se colocaron las pastas
mencionadas y el agua destilada como control negativo. Posteriormente, la
distribucion de las placas y el contenido de los pozos para el grupo de la pasta
Trimix fue de la siguiente manera: en 10 placas petri (evaluacion de 24 horas) se
colocaron la pasta Trimix, fluconazol (control positivo), CaOH, y agua destilada
(control negativo), seguidamente, en otras 10 placas petri (evaluacion de 48 horas)
se colocaron las pastas mencionadas y el agua destilada como control negativo.

Luego, para el grupo de la pasta Fortrimax, la secuencia fue la siguiente: en 10
placas petri (evaluacion de 24 horas) se colocaron la pasta fortrimax, fluconazol
(control positivo), CaOH, y agua destilada (control negativo), asimismo en otras 10
placas petri (evaluacién de 48 horas) se colocaron las pastas mencionadas y el agua
destilada como control negativo. Finalmente, las 60 placas petri fueron llevadas a
la estufa (37 °). Finalizado el proceso, se realizé la medida de los halos de inhibicién

a las 24 horas y 48 horas.

Recoleccion de datos y lectura

Una microbidloga capacitada midio6 los halos de inhibicion con una regla Vernier,
determindndose la cantidad del didmetro en milimetros de cada halo. Las lecturas,
fueron tomadas a las 24 horas y 48 horas, respectivamente y anotadas en una ficha

de observacion laboratorial (Anexo 7y 8).
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Para analizar los resultados, se uso la escala de Duraffourd * que evalta el efecto

inhibitorio in vitro segun el didmetro de inhibicion:

e sensibilidad nula (-): < 8mm
e sensibilidad limite (+): 9 a 14mm
e sensibilidad media (++): 15 a 19mm

e sumamente sensible (+++): > 20mm

V.5 Consideraciones éticas

El presente proyecto se ejecutd posterior a la aceptacion del DUICT (Direccién
Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia) de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia. (Anexo 9). Asimismo, se respetd todos los reglamentos
propuestos para el desarrollo de una investigacion experimental. Todos los residuos
biocontaminados se colocaron en el recipiente y bolsa roja previamente rotulados,
asimismo los materiales punzocortantes se colocaron en un recipiente de plastico
para su posterior recojo. Los investigadores no presentaron conflictos de interés por

las pastas medicamentosas que fueron usadas en el siguiente estudio.
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V.6 Plan de analisis

Se obtuvo una estadistica descriptiva mediante la obtencion de medias, desviacion
estandar y rango de las pastas medicamentosas de acuerdo con los microorganismos
utilizados. Asimismo, previo a la estadistica inferencial se aplicd las pruebas de
normalidad (Shapiro wilk). La comparacion entre grupos se determind mediante
ANOVA con prueba pos-hoc de Bonferri (p<0,05). El analisis de los datos se llevd

a cabo con el programa estadistico Stata SE17.
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VI. RESULTADOS

Tabla 1. Eficacia antibacteriana a las 24 horas y 48 horas de la pasta
“experimental”, pasta Trimix, pasta Fortrimax frente a las cepas de

Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

PASTA 24 horas 48 horas
MEDICAMENTOSA

X(mm) D.E. X (mm) D.E. Valor p™*

Pasta “experimental” 21.9 (0.21)e 23.2 (0.26)e <.001

Trimix 27.9(0.39) a 29.1 (0.61) a <.001

Fortrimax 17.5 (0.62) bd 22.15 (0.75)bd <.001

Ca (OH), 17.2 (0.63) ¢ 19.45 (1.05)c <.001

Amoxicilina 17.11 (0.51) bc 18.05 (0.47)b <.001

Agua destilada 0 0 -
Valor p” <.001 <.001

*ANOVA con prueba post hoc de Bonferri (p<.005)
** Prueba t para muestras relacionadas

**Letras minusculas diferentes en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias.
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Se observa que la inhibicion de la pasta Trimix es méas eficaz con el Enterococcus
faecalis con un halo de inhibicion promedio de 27,9 mm a la 24 horas y 29,1 mm a
las 48 horas, seguida de la pasta “experimental” con un halo de inhibicion de 21,9
mm a las 24 horas y 23,2 mm a las 48 horas; mientras que, el Fortrimax, la
amoxicilina e Ca (OH). proporcionan un efectiva parecida pero menor al Trimix y
la pasta “experimental”. A las 24 horas se observa una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) entre las pastas Trimix y todas las demés pastas y el agua
destilada. Al comparar la pasta Fortrimax con los demas grupos se observa un
comportamiento parecido a la pasta de amoxicilina, del mismo modo, que la
amoxicilina e Ca (OH)2. Por otro lado, a las 48 horas se observo una diferencia
significativa en la eficacia de las pastas en todos los grupos, del mismo modo, al
comparar todas las pastas a las 24 y 48 horas se encontr6 una diferencia

estadisticamente significativa en la eficacia al comparar la misma pasta.
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Tabla 2. Eficacia antimicotica a las 24 horas y 48 horas de la pasta “experimental”,

pasta Trimix, pasta Fortrimax frente a las cepas de Candida albicans (ATCC

24433)
PASTA 24 horas 48 horas
MEDICAMENTOSA X (mm) D.E. X (mm) D.E. Valor p™
Pasta “experimental” 21.35 (0.34)b 22.9 (0.52) b 0.25
Trimix 26.2 (0.42) a 27.4(0.52) a 0.65
Fortrimax 22.4(052)b  24.15(0.24)b 0.11
Ca (OH); 18.76 (0.95)e  17.03 (1.02)d <.001
Fluconazol 39.03 (2.33)c 40.15 (2.36) ¢ 0.04
Agua destilada 0 0 -
Valor p* <.001 <.001

*ANOVA con prueba pos-hoc de Bonferri (p<.005)
** Prueba t para muestras relacionadas

**Letras minusculas diferentes en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias.
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Se observa que la inhibicion de la pasta fluconazol es mas efectiva con la Candida
Albicans con un halo de inhibicién promedio de 39,03 mm a las 24 horas y 40,15
mm a las 48 horas, seguida de la pasta Trimix con un halo de inhibicion de 26,2
mm a las 24 horas y 27,4 a las 48 horas, mientras que el Fortrimax y pasta
“experimental” proporcionan un efectiva parecida pero menor al fluconazol y
finalmente el Ca (OH)2es el que proporciona menor inhibicion a las 24 y 48 horas.
A las 24 horas se observa una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre las pastas Trimix y todas las demas pastas y el agua destilada, al comparar la
pasta Fortrimax y la pasta “experimental’” se observa un comportamiento parecido.
Por otro lado, a las 48 horas se observé una eficacia parecida entre la pasta
“experimental” y Fortrimax. Al comparar las pastas a las 24 y 48 solo se encontro

diferencia estadisticamente significativa en la pasta de fluconazol.
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VIl. DISCUSIONES

Durante el proceso de tratamiento endoddntico, los microorganismos altamente
resistentes presentes en el sistema de conductos radiculares son la causa principal

en el desarrollo, propagacion y reinfeccion de lesiones pulpares y periapicales.®!

Los principales microorganismos son el Enterococcus faecalis, que es capaz de
invadir los tubulos dentinarios, y llegar a permanecer en un estado inactivo en
condiciones anaerobias. Por otro lado, la especie fungica Candida albicans que
utiliza la dentina como fuente de nutricion y, por lo tanto, promueve su
colonizacion. 32 Debido a la gran resistencia de estos microorganismos, se han
empleado una amplia diversidad de sustancias antibacterianas y antimicoticas como
medicacion intraconducto, siendo uno de los mas utilizados el Ca (OH)2, cuya
actividad antimicrobiana proviene de su alcalinidad.® Sin embargo, los estudios
discrepan sobre su eficacia antimicética, debido a que Candida albicans presenta
una elevada resistencia en entornos con pH elevado y, por tanto, no logra eliminarla
por completo.®* Por otro lado, la pasta Trimix, propuesta por Hoshino, tiene un
potente efecto bactericida y bacteriostatico. Este medicamento intraconducto es
altamente eficaz contra el Enterococcus faecalis y Candida albicans dentro de los
conductos radiculares infectados tanto en estudios in vitro como in vivo.%® Por el
contrario la pasta Fortrimax tiene buena eficacia antibacteriana frente Enterococcus
faecalis, sin embargo, no se ha evaluado la eficacia antimicdtica frente a Candida

albicans. ’
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Puesto que, a pesar de las investigaciones realizadas, no se ha encontrado un
medicamento intraconducto ideal, el presente estudio evaluo la efectividad de una

pasta “experimental” frente a las cepas Enterococcus faecalis y Candida albicans.

En este estudio se observa la eficacia antibacteriana y antimicética de la pasta
“experimental”. Esto podria deberse al efecto sinérgico que produce la combinacion
de sus componentes dado por la doxiciclina, la claritromicinay el metronidazol. La
doxiciclina, que pertenece al grupo de las tetraciclinas, tiene accion bacteriostatica
y actla inhibiendo la sintesis de proteinas a través de su union reversible con la sub
-unidad 30S.° Ademas, la claritromicina, un antibi6tico que pertenece al grupo de
los macrolidos, interfiere con la sintesis de proteinas en las bacterias sensibles
ligandose a la subunidad 50S ribosomal.'® Por otra parte, el metronidazol, un agente
sintético antibacteriano y antiparasitario que pertenece al grupo de los
nitroimidazoles, actta penetrando en la membrana celular de la bacteria que luego
se une al ADN y rompe su estructura inhibiendo la sintesis de &cido nucleico
llevando a la muerte bacteriana.!’ Finalmente, el vehiculo que se uso fue la
combinaciéon del macrogol y propilenglicol, el cual tiene la propiedad de
introducirse en la dentina de forma mas rapida, considerandose altamente eficaz

para la difusion de medicamentos. 3

Por otro lado, un estudio in vitro de Govindaraju et al. 3" evaluaron la eficacia
antimicrobiana de la pasta Trimix modificada (ciprofloxacino, metronidazol y
doxiciclina), Odontopaste y Ca (OH)2. Concluyeron que la pasta Trimix modificada

obtuvo la mayor eficacia. Este hallazgo es parecido al presente estudio, en el que
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se evidencia que la pasta “experimental” es eficaz. Esto puede explicarse a que la
doxiciclina inhibe la colagenasa y las metaloproteinasas de la matriz de bacterias;
por lo tanto, libera productos antigénicos como endotoxinas. Su mecanismo de
accion podria potenciar a los otros medicamentos que conforman la pasta

“experimental”. 3

Ramos et al.*® evaluaron la efectividad de la pasta Trimix modificada
(ciprofloxacino, metronidazol y claritromicina) en nifios de 4 a 7 afios con necrosis
pulpar donde concluyeron que es efectiva en el 100% de los casos después de 15
dias. Se evidencian resultados diferentes, ello debido a que Ramos et al. realizaron
un estudio clinico a diferencia del presente estudio que fue in vitro. Sin embargo,
en ambos estudios se observa la alta eficacia de la pasta Trimix modificada (a los
15 dias) y la pasta “experimental” (a las 48 horas), este resultado podria deberse, a
la sustantividad de la pasta “experimental”, lo que permite que el efecto

antimicrobiano perdure por mucho mas tiempo.*°

Genta et al.** compararon la eficacia y la profundidad de accién en los tubulos
dentinarios de la pasta Trimix modificada (ciprofloxacino, metronidazol y
claritromicina), pasta Trimix y pasta Bimix (ciprofloxacino y metronidazol). Se
concluyo que la pasta Trimix modificada y la pasta Trimix no tienen diferencias
significativas en cuanto a la penetracion en los tdbulos de dentina. Se muestran
resultados diferentes, dado que, en el presente estudio, la pasta Trimix obtuvo
diferencias significativas en comparacion con la pasta “experimental”. Esto puede
deberse a que se desarroll6 diferentes metodologias en ambos estudios, en el estudio
de Genta et al. ** realizaron el andlisis de las pastas medicamentosas con

microscopio confocal laser de barrido usando la tincion de viabilidad, el cual es un
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método confiable para evaluar la formacion de una biopelicula bacteriana en los

tlbulos dentinarios. *2

Zevallos " evalud la eficacia antimicrobiana de la pasta Fortrimax (amoxicilina /
acido clavulanico, levofloxacino y cefuroxima), en comparacion con la pasta
Trimix sobre Enterococcus faecalis a las 24 horas, 48 horas y 7 dias. Se concluy6
que la pasta Fortrimax fue la mas eficaz. Se evidencia resultados diferentes, dado
que, en el presente estudio, la pasta “experimental” supero a la pasta Fortrimax, esto
podria deberse a la excelente accion bacteriostatica de la doxiciclina y
claritromicina asi como la accion bactericida del metronidazol, brindando una pasta
medicamentosa con una alta sensibilidad para Enterococcus faecalis. Se conoce que
este microorganismo tiene la capacidad de mantenerse en un entorno con bajos
nutrientes ya que genera gelatinasa que hidroliza la gelatina y otros péptidos como
colageno, fibrindgeno, caseina, hemoglobina e insulina, los cuales degradan a la

matriz periodontal y conllevan a una inflamacion de los tejidos periodontales.*®

Se han realizado diversos estudios in vitro sobre la eficacia de la pasta Trimix
modificada (doxiciclina, ciprofloxacino, metronidazol) frente a Candida albicans.
Estudios como el de Naidu et al. * evaluaron la eficacia antimicética de la pasta
Trimix modificada, donde concluyeron que fue eficaz. Los resultados son similares,
dado que, en el presente estudio la pasta “experimental” tuvo una eficacia
antimicética aceptable. Esto puede deberse a las excelentes propiedades del
propilenglicol y macrogol que fueron usados como vehiculo, los cuales al tener un
alto peso molecular disminuyen la disociacion de los iones en los tejidos y

conservan al medicamento intraconducto en el area deseada por intervalos de
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tiempo prolongados, mejorando su accion ya que sus compuestos se liberan de

forma lenta, reduciendo asi el efecto toxico.*

De La Garza *

concluyé que la pasta doble antibidtica (ciprofloxacino +
metronidazol) con fluconazol, tiene un buen efecto antimicético a bajas
concentraciones frente a la Candida albicans. Los resultados obtenidos son
parecidos con el presente estudio, en donde se obtuvo que el fluconazol fue el mas
efectivo, seguida de la pasta triple antibidtica. Esto puede deberse a que el
fluconazol es un triazol de primera generacion, el cual actia alterando la
permeabilidad de la membrana fangica lo que resulta en la inhibicion del
crecimiento micético. Asimismo, la pasta “experimental” y la pasta Fortrimax
obtuvieron una efectividad antimicotica cercana al fluconazol, ademas, se observo
un incremento de inhibicion de todas las pastas medicamentosas a las 48 horas. La
eficacia antimicOtica de la pasta “experimental” podria deberse a que la
claritromicina y el metronidazol potencian el efecto antimicotico de la doxiciclina,

debido a que las tetraciclinas inhiben la sintesis de proteinas en las superficies de

los ribosomas lo que proporciona su propiedad antimicética.*’

El presente estudio fue in vitro, en donde se utilizo6 la cepa Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), la cual es aislada del tracto urinario. Esta ha demostrado ser la mas
resistente a los antibacterianos, por lo que su eliminacién es méas compleja en
comparacion con la cepa aislada del conducto radicular (ATCC 4083), por ello, la
gran mayoria de estudios en Odontologia utiliza dicha cepa. ¢ Por otro lado, se
utilizo la cepa Candida albicans (ATCC 24433), comUnmente usada en este tipo de

estudios.
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Se evalud la eficacia antimicrobiana y antimicotica de los diferentes medicamentos
intraconductos, mediante el método de difusion en pozo, lo cual permitio evaluar
las pastas medicamentosas en una estabilidad similar al que se usa en el
procedimiento clinico. Este método fue estandarizado y es actualmente
recomendado por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS (Comité

Nacional de Estandares del Laboratorio Clinico), de Estados Unidos. 4°

La hipdtesis nula se rechaza, dado que la eficacia de la pasta “experimental”, pasta
Trimix y pasta Fortrimax son diferentes frente a Enterococcus faecalis y Candida
albicans. El presente estudio demuestra que el halo de inhibicion de la pasta
“experimental” fue sumamente sensible, esta interpretacion se encuentra dentro de
los estandares y de acuerdo con las pautas de Duraffourd y Lapraz. Esta
investigacion brinda un aporte cientifico dado que la pasta “experimental” es una
alternativa de medicacion intraconducto frente a la pasta Fortrimax (amoxicilina /
acido clavulanico, levofloxacino y cefuroxima) y Ca (OH).. En la actualidad existe
un porcentaje elevado de pacientes alérgicos a las penicilinas, asimismo, diversos
estudios >° evidencian que la Candida albicans es resistente al CaOH, por lo tanto,
la pasta “experimental” es una buena alternativa por su eficacia antimicrobiana y
antimicotica en estas situaciones. Es conveniente continuar con esta linea de
investigacion in vitro frente a otras bacterias, y asimismo a futuro implementar

estudios in vivo para corroborar los resultados de laboratorio.
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1)

2)

VIIl. CONCLUSIONES

La pasta Trimix presenta mayor eficacia antibacteriana seguida de la
pasta “experimental” la cual super0 a la pasta Fortrimax, amoxicilina 'y
CaOH: frente a Enterococcus faecalis. Por otro lado, la pasta Trimix
presenta una alta eficacia antimicotica, seguida de pasta Fortrimax y la
pasta “experimental” frente a la cepa Candida albicans.

La pasta “experimental” presenta un halo de inhibicién que se
interpreta como sumamente sensible frente al Enterococcus faecalis y

Candida albicans a las 24horas y 48 horas.
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IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios in vitro que comparen la pasta “experimental” con
otras pastas medicamentosas sobre biofilms maduros de Enterococcus faecalis y
Candida albicans utilizando pruebas moleculares como la PCR para un resultado
completo. Asimismo, analizar esta pasta “experimental” frente a otros patdgenos
endodonticos frecuentes en necrosis pulpar y lesiones periapicales. Finalmente se
recomienda realizar estudios en pacientes con retratamientos y lesiones periapicales

amplias, y posterior a ello realizar los controles clinicos y radiogréficos.
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ANEXQOS
ANEXO 1

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES | INDICADO TIPO ESCALA | VALORES
CONCEPTUAL OPERACIONAL R DE DE
MEDICIO | CATEGO
N RIA
Capacidad de la
medicacién Eficacia Halos de
Eficacia intraconducto de Sensibilidad antibacteriana inhibicion de | Cuantitativa De raz6n mm
antimicrobiana | eliminar o inhibir el bacteriana frente a crecimiento
(variable crecimiento medicamentos antibacterian
dependiente) microbiano in vitro intraconductos 0
de Candida albicans
(ATCC 24433) y Eficacia Halos de Cuantitativa | De razon mm
Enterococcus antimicotica inhibicion de
faecalis (ATCC crecimiento
29212) antimicético




Pasta Pasta
“experimental”’: “experimen
Es la combinacién de | Conformada por tal”
dos 0 mas sustancias | doxiciclina-
que hacen claritromicina-
sinergismo entre metronidazol
ellas potenciando su
Pasta efecto antibacteriano, No aplica Composicion | Cualitativa nominal Pasta
medicamentosa | lacual es utilizada | Pasta Trimix: quimica Trimix
(variable para inhibir y Conformada por
independiente) destruir Ciprofloxacino,
microorganismos que | metronidazol y
escaparon de la minociclina
accion de la
preparacion Pasta Fortrimax: Pasta
biomecanica Conformada por Fortrimax
amoxicilina / &cido
clavulénico,
Levofloxacino y
Cefuroxima
Tiempo de Tiempo transcurrido Tiempo de Cualitativa Ordinal 24 horas
lectura de los desde incubacion - No aplica observacion 48 horas
halos microbiologica del efecto

antibacterian
0




ANEXO 2

Declaracién del Jefe del Area Operativa
en la que se llevari a cabo el estudio

Certifico que mi Area operativa ha tomado conocimiento de este proyecto segin nuestros
procedimientos internos, ¥ nos comprometemos a canalizarlo y apoyar las gestiones que
fueran necesarias dentro de laz normas vigentes, dentro de la ley v de las mormas

nacionales e internacionales para la realizacion de proyectos de investigacion.

Certifico ademds, que el investigador principal v sus colaboradores tienen la competencia

necesaria para su realizacion

(Podra incluirse tantas dreas operativas como fuera necesario, un formulario por

cada una)

Mombre del Jefe del Area Operativa:

Dora Maurtua Torres, Mg

Laboratoric  de  Bacteriologia-
Laboratorios de Investigacion vy

WS Do Maurtua Tormes
Migmbidloga - CBP TG
Laboratara de Bacteriologia

Area Operativa: Desarrollo- FCF-UPCH
Firma y sello: Fecha:
12 Febrero 2022




ANEXO 3

Preparacion del medio de cultivo para Enterococcus faecalis y Candida albicans




Reactivacion de Enterococcus faecalis

Prueba de confirmacion de Enterococcus faecalis: catalasa negativa




Reactivacion de Candida albicans

Prueba de confirmacion de Candida albicans: coloracion GRAM




ANEXO 4

Inoculo bacteriano Enterococcus faecalis y Candida albicans

Prueba de turbidez 0.5 Mc Farland




ANEXO 5

Elaboracion de pastas medicamentosa

N e .
 Re0e o9 o9
T Hewe B e




ANEXO 6

Inoculacién de las placas: Enterococcus faecalis y Candida albicans




ANEXO 7
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Peoabei |t
Pasta “experimental” 21.5 mm
Amoxicilina 17 mm
Ca (OH): 17 mm
Agua destilada 0
Pasta “experimental” 22 mm
Amoxicilina 17 mm
Ca (OH).. 17.5 mm
Agua destilada 0
Pasta “experimental” 22 mm
Amoxicilina 18.5 mm
Ca (OH).. 18 mm
Agua destilada 0
Pasta “experimental” 22 mm
Amoxicilina 18 mm
Ca (OH).. 17 mm
Agua destilada 0
Pasta “experimental” 21 .5mm
Amoxicilina 17 mm
Ca (OH)z. 16.5 mm
Agua destilada 0



ANEXO 8

Lecturas de halos de inhibicién de Enterococcus faecalis

Lecturas de halos de inhibicion de Candida albicans




ANEXO 9
Carta de aceptacion de la DUICT

INIVERSIDAD PERLUANA Direceidn Universilara de

CAYETANO HEREDIA INVESTIGACION, CIENCIA Y
TECNOLOGIA [DUICT]

CAREG-ORVEI-D22-22
Lima, 15 de febrero del 2022

Sefior(a)(s)
PARRA MARCELD NATALY
Presente. -

Estimado{a)[s) investigador|a){s){es):

Es grato dirigirme a usted para saludarla y a la vez informarle gque hemos recibido el proyecto
de inwvestigacion titulado: "Eficacia antimicrobiana de la pasta trimix frente a la cepa de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y Candida albicans (ATCC 10231) en comparacion con la
pasta fortrimax y pasta “experimental” claritromicina- metronidazol in vitro®. SIDIS1 207393,
el cual ha sido revisado y registrado en la Direccién Universitaria de Investigacian, Ciencia y
Tecnologia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. De acuerdo al Manual de
Procedimientos de nuestra universidad y por sus caracteristicas, este proyecto no requiere
evaluaciin por el Comité institucional de Etica en Humanos o en Animales, pudiendo iniciar su
ejecucion.

Agradecemaos tenga a bien presentar su informe de cierre al concluir la ejecucidn de su proyecto.

Atentamente,

T T
FERLLINA |
ZHy[TNM) KRR

L &
Blgal."ZDi{a hiaria Ué];
Directora (e]
Direccidn Universitaria de Investigacion, Ciencia y
Tecnologia



Aprobacion de 1ra enmienda DUICT

_qpainien

2 UNIVERSIDAD PERUANA Direccién Universitaria de
CAYETANO HEREDIA INVESTIGACION, CIENCIA Y
TECNOLOGIA [DUICT)
CONSTANCIA

Director(e) de la Direccion Universitana de Investugacion, Ciencia vy Tecnologia - DUICT de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, hace constar que se aprobé de manera expedita la
ENMIENDA/MODIFICACION del proyecto de investigacion senalado a continuacion.

Titulo del Proyecto : “Eficacia antimicrobiana de la pasta trimix frente a la cepa
de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y Candida albicans
(ATCC 24433) en comparacién con la pasta fortrimax y pasta
“experimental” claritromicina- metronidazol in vitro”
Cadigo de inscripcion : 207393

Investigador principal : Nataly Parra Marcelo

La enmienda/modificacion corresponde a los siguientes documentos:

1. Protocolo de investigacion, version recibida en fecha 23 de marzo del 2022,

Lima, 24 de marzo del 2022

=
= v{‘_,,:uum(n fﬁ‘l'.»)

~4
UKYERSIDAD )
PEAUANA H
CAYETANO HEREDIA /&
S

Directora (€) =

Direccion Universitaria de Investigacion, Ciencia y
Teenologia




Aprobacion de 2da enmienda DUICT

i 2 UNIVERSIDAD PERUANA VICERRECTORADO
3 CAYETANO HEREDIA DE INVESTIGACION

CONSTANCIA

Directora de la Direcadon Universitana de Asuntos Regulatonios en Investigacion - DUARI de la
Universidad Peruana Cayetano  Heredia, hace constar que se aprobé de manera expedita la

ENMIENDA/MODIFICACION del proyecto de investigacion sefalado a continuacion.

Titulo del Proyecto : “Eficacia antimicrobiana de la pasta trimix frente a la cepa de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y Candida albicans (ATCC
24433) en comparacion con la pasta fortrimax y pasta
“experimental”  doxiciclina-claritromicina-metronidazol  in

vitro”
Codigo de inscripcion : 207393
Investigador principal :Nataly Parra Marcelo .

La enmienda/modificacion corresponde a los siguientes documentos:

1. Protocolo de investigacion, version recibida en fecha 04 de junio del 2022.

Lima, 07 de jumo del 2022

Dra. Cinthia Hurtado

Directora

Direcaion Universitaria de Asuntos
Regulatonos en Investigacion



