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Resumen

Desde el afilo 1920 se han discutido ampliamente la contaminacion y
descontaminacion de los cepillos dentales. El objetivo del presente estudio es
determinar la accion desinfectante del Gluconato de Clorhexidina al 0,12% y un
compuesto fendlico (Listerine ®) sobre microorganismos comunmente presentes en
la cavidad bucal en cepillos dentales utilizados por los participantes voluntarios. Es
asi que, posterior a la firma del consentimiento informado, se examind el estado
periodontal de 15 voluntarios y se procedio a entregar cepillos nuevos, pasta dental
y un spray. El estudio se realizé en un lapso de tres semanas en intervalos de una
semana para cada etapa, al final de cada semana se procedidé a la recoleccion del
cepillo de dientes utilizado y a la entrega de uno nuevo para continuar con la
siguiente fase del estudio. Después de recolectado el cepillo de cada voluntario, se
lo llevo al laboratorio de microbiologia para su cultivo en medios de cultivo
especificos. Luego de 7 a 8 semanas se procedié a la identificacion de los
patégenos y al analisis estadistico, con el cual se demostré6 que los
microorganismos mMAas comunes son Streptococos viridans, Stafilococo aureus,
Moraxella, catarralis. Eschericha coli, Cladosporium spp, vy Aspergillus
fumigatus. También se demostré que el Listerine® es el mejor agente quimico para
la desinfeccion de cepillos dentales, a pesar de demostrada capacidad de
desinfeccién de la clorhexidina. Asimismo, la mejor forma de cultivo es a través del
lavado del cepillo por su capacidad de arrastre. En conclusion, los objetivos
propuestos se cumplieron ya que se logré determinar la accion desinfectante de los

agentes quimicos para la descontaminacion de los cepillos dentales.



Abstract

The contamination and decontamination of toothbrushes has been widely
studied since 1920. The aim of this study was to determinate the efficacy of 0.12%
chlorhexidine gluconate and Listerine® in microorganism found in the oral cavity in
toothbrushes used by volunteers. Thus, after the signing of an informed consent, we
examined the periodontal status of 15 volunteers, then, we gave them new
toothbrushes, toothpaste and a spray. The study was conducted over a period of
three weeks at weekly intervals for each stage, at the end of each week we
proceeded to collect the used toothbrush and delivery a new one to continue the
next phase of the study. After the brush was collected from each volunteer, it was
taken to the microbiological laboratory for cultivation in a specific culture media.
Then, after 7 to 8 weeks we identify the pathological microorganism and perform all
the statistical analyzes, the data showed that the most common bacteria were
Streptococos viridans, Stafilococo aureus, Moraxella, catarralis, Eschericha
coli, Cladosporium spp and Aspergillus fumigatus. Also data showed that Listerine®
was the best antimicrobial for tooth decontamination, despite, proven ability of
disifection of chlorhexidine gluconate. On the other hand, the best way of microbial
culture is by immerse the head of the toothbrush in sterile distilled water cause their
ability to drag. In conclusion, the objectives were accomplish and it was determined

that the action of the disinfectant for decontamination of toothbrushes.
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1 Introduccién

La higiene personal es uno de los principales elementos para mantener una
adecuada salud en el humano. Durante la higiene diaria, no se debe olvidar el
cuidado de la cavidad bucal, ya que sus estructuras especialmente los dientes
contribuyen no solo en el aspecto estético a las personas, sino que permiten un
adecuado inicio de la alimentacién y digestidén, asi como una correcta fonacion. La
adecuada salud bucal es importante para el bienestar general y es el resultado de
algunas de actividades que tienen como objetivo controlar la acciéon de la placa
bacteriana sobre las superficies de las diferentes estructuras de la cavidad bucal.
Para este propésito disponemos de cuidados preventivos diarios, como el cepillado

y uso de hilo dental (Colgate, 2012; Mayo Clinic Staff, 2011).

Los cepillos de dientes son instrumentos que cumplen un importante papel
en el mantenimiento de la higiene bucal. Este instrumento se viene utilizando por
siglos para remover las particulas de alimento y placa bacteriana de las superficies
dentales y la cavidad bucal en general (Wolf & Hossell, 2009). Su correcto empleo
permite el manejo mecanico de la placa dental y evita la acumulacion de la misma,
sin embargo, existe evidencia que los cepillos dentales pueden ser un vector de
transmision de enfermedades, ya que su uso regular los expone a una elevada

contaminacion de microorganismos (Taji & Rogers, 1998).

Frazelle (2012), sefala que la contaminacion es la retencion y la
supervivencia de microorganismos infecciosos que puede ocurrir en objetos
animados o inanimados, la que en adultos sanos ocurre poco tiempo después del

uso inicial y aumenta con el uso repetido del cepillo dental. Se debe considera que
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para la contaminacion de los cepillos dentales no solo participan microorganismos
de la cavidad bucal, sino que también tienen relacién las condiciones de su
almacenamiento, que pueden favorecer la introduccién de patégenos como
Streptococos mutans o inclusive el virus del herpes. Los microorganismos del medio
ambiente asimismo pueden contaminar los cepillos, estos incluyen Pseudomonas y
Coliformes usualmente presentes en cuartos de bafio o pueden contaminarlos a
través de aerosoles de bafio y los dedos durante la manipulacién (Taji & Rogers,

1998).

Varios estudios han demostrado la contaminacién de los cepillos dentales
durante su uso y recomiendan métodos de desinfeccion para los mismos (Sato &
Ito, 2004; Nelson, 2000). Se ha comprobado también que el sumergirlos en algun
agente quimico, es util para la desinfeccion de la mayoria de los microrganismos
gue pueden estar contaminando las cerdas de estos instrumentos de aseo (Sato &

lto, 2004).

Con estos antecedentes, el objetivo del presente estudio es evaluar la
contaminacién microbiana de los cepillos dentales durante su primera semana de
uso Y la eficacia de algunos agentes quimicos para prevenir su contaminacion con

microrganismos propios de la cavidad oral u oportunistas.
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1.1 Justificacion

Los cepillos de dientes al ser uno de los instrumentos mas utilizados para su
higiene, estan expuestos a la acumulacion de microorganismos provenientes de la
cavidad bucal y aun del medio ambiente que contribuyen no solo al establecimiento

de infecciones propias de esta cavidad sino de otras estructuras relacionadas.

Existen bacterias que estando presentes en el medio oral no solo producen
enfermedades en la boca, sino pueden afectar la garganta, tracto digestivo y aun el
sistema cardiovascular. Por las razones expuestas, es importante difundir que las
personas deben desinfectar los cepillos de dientes luego de su uso para evitar
infecciones, en especial personas que estan o han estado enfermas y mas si estan

inmunocomprometidas.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

e Determinar la accion desinfectante a base de Gluconato de Clorhexidina al
0,12% y un compuesto fendlico (Listerine ®) sobre microorganismos
comunmente presentes en la cavidad bucal en cepillos dentales utilizados

por los participantes en este estudio.
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1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar la presencia de bacterias gram positivas, gram negativas Yy
hongos mediante cultivos especificos, en cepillos empleados durante una
semana, por participantes adultos sanos.

e Comparar la capacidad desinfectante del Gluconato de Clorhexidina al
0.12% con capacidad desinfectante del Listerine® aplicando en forma de

spray luego del cepillado dental.

1.3 Hipotesis

Los cepillos de dientes luego de ser sometidos a desinfeccibn con agentes

quimicos especificos, presentan disminucion de microorganismos y hongos.
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2 Marco Teorico

La cavidad bucal estd colonizada por diversos microrganismos, se cree que
hay més de 700 especies diferentes de bacterias (Huang, Lil, & Gregory, 2011).
Este conocimiento es tan antiguo como la microbiologia y es probable que una de
las primeras evidencias obtenidas sobre su presencia fuera la del inventor del
microscopio, Van Leeuwenhoek 1663, que describi6 en forma preliminar los
microorganismos presentes en la boca humana (Negroni, 2009). Afios después se
relaciona su presencia con la aparicion de caries (Miller 1890), enfermedad
periodontal, abscesos dentales, etc. (Pisterna & Spoleti, 2003), conceptos que se

han ratificado en estudios posteriores (Huang, Lil, & Gregory, 2011).

En este contexto, la higiene bucal es clave para evitar la caries dental y la
base del éxito en la prevencion y tratamiento de la Enfermedad Periodontal. Para
este objetivo el cepillado dental es esencial para el controlar la placa dental, siendo
el método mas efectivo, incrementando su eficacia con el uso del hilo dental y los
productos quimicos del enjuague bucal, con estos ultimos y durante su uso
exclusivo se ha demostrado la disminucion de hasta el 60% de la placa bacteriana

(Casals i Peidro, 2010).

No obstante a los beneficios del cepillado, durante su uso y aun durante su
almacenamiento, los cepillos dentales suelen acumular en forma progresiva
diversos microrganismos, lo que paradojicamente pueden favorecer el
establecimiento de infecciones bucales y aun de otros 6érganos. Precisamente para
prevenir esta nociva acumulacion es aconsejable la desinfeccion rutinaria del

cepillo de dientes luego de su uso con algunos agentes quimicos.
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Para el efecto estan disponibles algunos productos especificos, entre los mas
empleados tenemos la Clorhexidina y Fendlicos como Listerine ® , Tricloxan,
Hexetidina; los que limitarian significativamente durante su empleo, Ila
contaminacion y acumulacién de microrganismos potencialmente patégenos que
se produce en los cepillos dentales, disminuyendo la posibilidad de infecciones de

la cavidad bucal o en otros érganos como la faringe y garganta.

2.1 Antecedentes historicos

Se considera que la higiene oral se inici6 3000 A.C. por los sumerios, pero
se atribuye la invencion del cepillo de dientes a los chinos, ya que en sus escrituras
refieren personas que masticaban palos hechos de ramas o raices para la limpieza

dental. (Linde, 2009; Ankola & Hebbal, 2009)

Durante el ultimo siglo, los cepillos de dientes fueron hechos a mano con
mangos de hueso, madera o marfil que sostenian cerdas de cerdo, jabali u otros
animales. Asi, los primeros cepillos de dientes fabricados con cerdas de jabali,
aparecieron hacia el afio 1600 (Ankola & Hebbal, 2009), se patent6 por primera vez
en América en 1857 (Carranza, 2010). Mas tarde, para el afio de 1938 se
introducen los filamentos de nylon, por las limitaciones en la importacién de cerdas

de jabali durante la Segunda Guerra Mundial (Linde, 2009).
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2.2 Cepillo de Dientes

El cepillo de dientes es el instrumento mas efectivo para la remocion del
biofilm o placa dental, es la principal arma para la higiene bucal por lo que es
ampliamente utilizado (Daniel & Harfst, 2004; Alexander, 2012). Con el cepillado y
la remocién de la placa dental se evita que esta madure, lo que de ocurrir cambia
la ecologia microbiana, se vuelve patégena por los diferentes microrganismos
presentes y por sus productos de desecho (Alexander, 2012). Se considera que
aproximadamente el 80 a 90% de las personas en paises industrializados se

cepillan los dientes al menos una vez al dia (Daniel & Harfst, 2004).

El apropiado uso del cepillo de dientes contribuye a una buena salud
periodontal y a la prevencion de caries, interrumpiendo la formacion de la placa
dental; cuando esta no se retira y se acumula conduce a una respuesta inflamatoria
de los tejidos periodontales y una potencial destruccién de los mismos y favorece la
proliferacion de organismos cariogénicos por su capacidad de producir acidos

desmineralizantes (Alexander, 2012).

Los cepillos de dientes modernos a pesar de variar en tamafo, forma, textura
y disefio, mantienen algunas partes que no cambian. Un cepillo manual consta de
una cabeza con cerdas y un mango. La cabeza se divide en punta y talon que
corresponden el extremo de la cabeza y a la parte mas cercana al mango
respectivamente. La cabeza del cepillo de dientes es una extension del mango y
estad contorneada para posicionar las cerdas. Entre la cabeza y el mango por lo
general se encuentra una constriccion que se llama astil (Harris & Garcia-Godoy,

2001; Alexander, 2012).
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El mango permite el facil y sencillo agarre del usuario, manteniendo el
cepillo en un angulo correcto para que las cerdas se conserven a 45 grados a lo
largo del eje largo del diente. Su longitud debe ser suficiente para proporcionar
una adherencia adecuada y control completo de sus movimientos, ademas la
distancia entre la zona de agarre y la cabeza debe permitir un facil acceso a los
dientes mas posteriores (Alexander, 2012). Los cepillos se fabrican en diferentes
tamafios para que puedan adaptarse a la anatomia oral de las personas por lo que
disponemos de cepillos grandes, medianos y pequefios (Harris & Garcia-Godoy,

2001).

Cuando se observa un cepillo de dientes de manera lateral, se puede
identificar cuatro perfiles basicos: concavo, convexo, plano y multiniveles. La forma
concava es efectiva para superficies faciales, mientras que la convexa es mejor para
las superficies linguales. En estudios de laboratorios el perfil multilateral en la
disposicion de las cerdas es mas eficaz que en solo plano, en especial cuando se
trata de la limpieza de las zonas interproximales. En cuanto al perfil transversal, la

mayoria de cabezas de los cepillos es rectangular. (Harris & Garcia-Godoy, 2001)

Actualmente las cerdas de los cepillos dentales son de nylon, estas se
flexionan hasta 10 veces mas que las naturales, no se degradan y se limpian con
mayor facilidad (Harris & Garcia-Godoy, 2001), ademas el grado de dureza o rigidez
del cepillo esta determinada por las caracteristicas de las cerdas, especialmente por

el diametro y longitud, asi como su elasticidad (Alexander, 2012).

La forma de las cerdas todavia es clasificada de manera subjetiva por cada
fabricante. Originalmente las cerdas se cortaban en forma de haces y con

frecuencia se presentaban con extremos afilados. Después de varios estudios, el
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afio 1940, se determiné que las cerdas deberian ser redondas, obtusas o lisas,
para evitar traumatizar el tejido, sin embargo, el grado de redondez de una cerda
depende de las especificaciones del fabricante y no del diseiio del cepillo. Las
cerdas deben ser suaves y flexibles con la punta redonda, para una mayor eficacia

en la limpieza de la zona interproximal (Harris & Garcia-Godoy, 2001).

Otro aspecto a considerar es la firmeza o textura de las cerdas, la que esta
dada por cuatro factores: composicion, diametro, longitud y cantidad de cerdas
individuales dentro de un cerdamen. La mayor parte de los cepillos contienen cerdas
de 10 a 12mm de largo, con intervalos normales entre 0.007 y 0.015 pulgadas. Los
cepillos suaves tienen cerdas con un diametro de 0.007 y 0.009, medios entre
0.010 a 0.012, duros entre 0.013 a 0.014 y extraduros de 0.015 pulgadas (Harris &
Garcia-Godoy, 2001). En consideracion a lo descrito anteriormente, la Asociacion
Dental Americana ADA (2007) sugiere escoger un cepillo con cerdas suaves, con
un tamafio y forma que se ajuste a la boca con comodidad y le permita llegar a

todas las zonas del diente con facilidad.

Para mantener la efectividad de los cepillos dentales, deben ser
remplazados periédicamente. Su vida Util estd determinada por su tiempo de uso, el
método de cepillado y por la fuerza aplicada sobre este; su condiciéon se traduce por
ejemplo cuando las cerdas se encuentran separadas, dobladas o incluso rotas. En
promedio un cepillo de dientes manual dura 3 meses, aunque este periodo puede
variar por los habitos del usuario, ademas existen otras causas para el remplazo
mas frecuente del cepillo las que incluyen algunas enfermedades infecciosas y
consuntivas, su continua exposicion al agua u otras sustancias y dafios durante su

uso (Daniel & Harfst, 2004; Daly, Marshall, & Lazarus, 2000).
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Luego de su uso diario, el cepillo debe ser limpiado bajo un chorro de agua,
para que se elimine cualquier resto o pasta entre las cerdas. A continuacién el
mango del cepillo debe ser sacudido contra la parte superior del fregadero para
eliminar cualquier agua restante. El cepillo debe ser mantenido en forma vertical en
un lugar abierto para que se pueda secar y evitar el crecimiento de
microorganismos, ademas no deben estar en contacto con otros cepillos para evitar

una contaminacion cruzada (Daniel & Harfst, 2004).

A pesar de estas recomendaciones para el mantenimiento de los cepillos
dentales, se debe tomar en cuenta que estos no solo obtienen microrganismos de la
boca, sino también dependen de sus condiciones de almacenamiento. Los
microrganismos del medio ambiente pueden ser introducidos, por ejemplo a través

las manos, aerosoles del bafio y la humedad (Caudry & otros, 1995).

Se ha determinado que los cepillos de dientes tanto de individuos sanos o
con enfermedades periodontales, contienen bacterias y virus patbégenos como
Stafilolococos aureus, Eschericha coli, Pseudomonas, e inclusive virus como el
del Herpes Simple (Glass, 1992), ademas segun Taji (1998) existe la presencia de
Stafilococos que pueden ser transmitidos a través de la piel. También se ha
identificado Corynebacterium que podria tener su origen en la piel o la boca,
Streptococos provenientes seguramente de la placa atrapada en las cerdas y
Candida albicans del mismo origen, adicionalmente se han identificado
pseudomonas, coliformes y aerococci, procedentes del grifo de agua y del medio

ambiente.

Un aspecto alarmante es que se han aislado bacterias como Streptococos

Mutans y Streptococos sobrinus, conocidos agentes etioldgicos de la caries.
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También se puede encontrar Streptococo B hemolitico que suele ser el causante
de infecciones de garganta y faringe (Sato & Ito, 2004). Finalmente se han
informado casos de endocarditis bacteriana como resultado de la bacteriemia

producida por el cepillado dental (Donna & otros., 2001; Warren & otros, 2001).

2.3 Métodos de Desinfeccion

La desinfeccion de los cepillos dentales ha tenido poca atencion debido a que
solo se considera a este instrumento como un dispositivo de control de caries o
para la eliminacion de particulas entre los dientes y el control de la placa bacteriana,
mas los cepillos contaminados son fuentes potenciales de microrganismos que
pueden llegar a ser dafiinos para la salud del usuario (Ankola & Hebbal, 2009; ADA,

2005).

Actualmente contamos basicamente con cuatro opciones para la

desinfeccién de los cepillos dentales:

2.3.1 Sprays

El mas conocido es el Brushtox,® una solucion desinfectante o
descontaminante que contiene etanol activado (40%) con parabenos biocidas. Es
utilizado como spray que se aplica sobre el cepillo antes y después de cada uso y

elimina la mayoria de los patdgenos (99.9%) especialmente por su capacidad de
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humectacién que ayuda a penetrar al desinfectante entre las cerdas (Ankola &

Hebbal, 2009; Neal & Rippin, 2003).

2.3.2 Desinfectante para cepillo de dientes con luz Ultravioleta (UV)

Ankola (2009) menciona productos como Purebrush®, loncare®, eliminan los
microrganismos mediante una corriente constante de luz UV durante 3 min. Otros
como Germ Terminator ® se basan en dos métodos con un ciclo de vapor y un
ciclo de calor seco. El ciclo de vapor se inicia automaticamente cuando se agrega
agua, desinfectando el cepillo cuando se ve y oye el vapor llenar la camara.
Después sigue automaticamente el ciclo de calor seco, que mantiene el cepillo de
dientes desinfectado en la cAmara limpia hasta su proximo cepillado. A pesar de ser
muy eficaz, los costos de estos aparatos son bastante elevados (Bitfocus, 2007,

Guijjari & otros, 2011)

2.3.3 Cepillos modificados

Basicamente existen dos métodos cuando se trata de modificar los cepillos
dentales. Estos son cambiando el disefio del cepillo en si 0 agregando algun agente
antibacterial a las cerdas (Ankola & Hebbal, 2009). En cuanto al cambio de disefio,
se ha creado el cepillo de dientes de ozono (Ozone ®), este posee la misma
dimension de cualquier cepillo, pero su cabeza esta perforada y las cerdas estan

dispuestas alrededor de la perforacion. Esta fue disefiada para poder lavar a través
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del centro abierto, eliminado la placa y los sedimentos de pasta (Ankola & Hebbal,

2009), son de nylon convencional con rigidez ultra suave, suave, media y dura.

Otra forma es la incorporacion de un desinfectante en las cerdas del cepillo,
desarrollandose dos prototipos. El primero contiene un recubrimiento de cristales de
zeolita con iones de zinc y plata, colocados en los filamentos durante la fabricacion.
Esta féormula antiséptica, también se utiliza como un agente de conservacion en la
industria alimentaria, es estable y tiene una actividad de contacto a largo plazo, que
se reduce significativamente después de 45 dias (Ankola & Hebbal, 2009; Donna &

otros., 2001).

Por otro lado, se ha desarrollado filamentos recubiertos con Clorhexidina la
cual reduce la carga bacteriana y mantienen actividad antibacteriana de la punta

a la base del filamento (Ankola & Hebbal, 2009).

2.3.4 Agentes Quimicos

Son utilizados para eliminar, reducir y alterar los efectos nocivos de los
microrganismos patdégenos en la cavidad bucal y pueden desempefiar un papel
importante como ayuda a los métodos mecanicos para la prevencién y tratamiento
de patologias periodontales. (Enrique de Roja & Fuenmayor, 2009). En la
desinfeccién de los cepillos dentales su utilidad depende del tiempo que estos
estan en contacto con el agente o permanecen sumergidos, de su dilucion y su

composicién quimica.

Algunos estan disponibles, siendo los mas empleados:
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2.3.4.1 Clorhexidina

En 1954 la compafia Imperial Chemical Industries en el Reino Unido sintetiza
una sustancia a partir de polibisguanidas la que se la utilizaria como antiviral, pero
su eficiencia para este proposito fue muy pobre. Afios mas tarde se relanza como
una sustancia con propiedades bactericidas y bacteriostaticas (Zehnder, 2006).
Para el afio 1957 se publica el primer informe sobre la efectividad de la clorhexidina
para combatir la gingivitis, pero es hasta los afios setenta que se estudia de forma

profunda el efecto inhibidor de la placa (Ruppert & Schlagenhauf, 2005).

La Clorhexidina es un agente antibacteriano con efecto antiplaca, aunque no la
elimina cuando ya esta formada. Se trata de una bisguanida cationica, es decir esta
cargada positivamente, propiedad que le permite unirse a las superficies cargadas
negativamente, lo que a nivel bucal incluye dientes, tejidos, y bacterias (Enrique de
Roja & Fuenmayor, 2009). Su estructura quimica es 1,6-bis-4-
clorofenildiguanidohexano (Fig. 1), ademas se disuelve bien en agua y en alcohol

en forma de sal de digluconato (Ruppert & Schlagenhauf, 2005)
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Figura 1. Estructura Quimica de la Clorhexidina

Nota: Fuente de Academic. (2010). Clorhexidina. Recuperado el 2012, de

http://lwww.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/273005

La Clorhexidina tiene multiples aplicaciones: reduccién en el desarrollo de
la placa bacteriana, interaccion selectiva en la microflora de las bolsas en pacientes
con periodontitis, eliminacién de la flora cariogénica, tratamiento para candidiasis y

para la desinfeccion de conductos radiculares (Ruppert & Schlagenhauf, 2005).

Posee una baja tensién superficial y se absorbe en los dientes, las
membranas y los microrganismos a través de enlaces electrostaticos reversibles
(Ruppert & Schlagenhauf, 2005). La soluciones de 0,1% a 0,2% se recomiendan
para el control de la placa, mientras que concentraciones de 2% se la utiliza como

irrigante especialmente en endodoncia (Zehnder, 2006).

Por su mecanismo de accién se le considera como un agente microbiano del
tipo membrana-activo ya que actla sobre la membrana citoplasmatica, con amplio
espectro frente a Gram negativos y Gram positivos, hongos, dermatofitos y algunos
virus (Enriqgue de Roja & Fuenmayor, 2009), pero es menos efectiva para

pseudomonas y especies de proteus (Negroni, 2009).
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Su mecanismo de accién puede dividirse en varias fases:

Fase 1. atraccion hacia las superficies bacterianas que se da por la diferente
carga electrostatica que permite la union con las baterias cargadas negativamente
(Enrique de Roja & Fuenmayor, 2009). Ademas, las moléculas cationicas se unen a
los grupos fosfato anidnicos de la pared celular y a los grupos carboxilo de las
proteinas de la saliva adheridas a las membranas mucosa y los dientes (Ruppert &

Schlagenhauf, 2005).

Fase 2: atraccion de la membrana celular externa y union con la membrana

citoplasmatica alterando su permeabilidad (Enrique de Roja & Fuenmayor, 2009).

Fase 3. coagulacion y precipitacion del contenido citoplasmatico a través de
la pared celular bacteriana, por lo tanto, provoca la muerte celular (Enrique de Roja

& Fuenmayor, 2009; Ruppert & Schlagenhauf, 2005).

Se debe tomar en cuenta que dependiendo de su concentracion la
clorhexidina ejerce diferentes efectos sobre las bacterias. A bajas concentraciones
es bacteriostatica alterando solo la permeabilidad, permitiendo inclusive que la
bacteria se recupere. A concentraciones altas es bactericida causando coagulacién

del material citoplasmético (Enrique de Roja & Fuenmayor, 2009).

Por otra parte se debe mencionar que este agente se libera lentamente, en
forma activa, en el transcurso de 12 a 24 horas. Es asi que, la Clorhexidina tiene
una buena sustantividad, que se entiende como la capacidad de los tejidos orales
para absorber el agente y permitir su liberacion lenta en el transcurso del tiempo

(Harris & Garcia-Godoy, 2001). Se ha observado un efecto bacteriostatico in vivo,
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tras el enjuague con una disolucion al 0,2% de Clorhexidina, durante un periodo de

hasta 12 h (Ruppert & Schlagenhauf, 2005).

La duracion de esta sustancia en la boca depende de cada individuo en
funcién del flujo salival, la concentracién en la saliva de cationes rivales como el
Ca?', y la presencia de iones H* procedentes de restos de alimentos (Ruppert &
Schlagenhauf, 2005). Se debe ademas considerarse que la Clorhexidina se
inactiva con la sangre y restos de materia organica y por tener una naturaleza
cationica alcanza su maxima actividad con un pH de 8, disminuyendo su actividad
con un pH menor, perdiendo su efectividad con un pH menor de 5.2 (Ruppert &

Schlagenhauf, 2005).

A pesar de que, la Clorhexidina es considerada hasta la fecha como el mejor
agente antiplaca, también exhibe algunos efectos secundarios producidos por el uso
prolongado. Entre los mas comunes estan la pigmentacion de los dientes, la
alteracion en el sentido del gusto y el menos comdn la erosion de las mucosas

(Malhotra, 2011).

La pigmentacién de los dientes se da por el mismo efecto antibacteriano de la
Clorhexidina, ya que uno de los 2 grupos catidnicos presentes en la molécula se une
a los dientes y el otro grupo queda libre siendo este el responsable de la destruccion
bacteriana. Sin embargo este grupo se puede unir a colorantes que estan presentes
en los alimentos que se ingiere o en bebidas como el té, café, vino tinto o tabaco.
Asimismo, produce alteraciones en el sentido del gusto ya que estos productos se
fijan a los botones gustativos irritandolos, las sensaciones de salado y amargo son
la mas afectadas por el bloqueo de los receptores especificos (Ruppert &

Schlagenhauf, 2005).
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2.3.4.2 Aceites esenciales

Este grupo incluye el fenol, timol, hexilresorcisol y el eucaliptol. Su mecanismo
de accién consiste en atacar la pared celular de las bacterias e inhibir la accion de
sus enzimas, provocando la muerte bacteriana, por lo que se los conoce como
biocidas (Biological Therapies in Dentistry, 2011), ademas mantienen su efectividad

en presencia de materia organica.

Este tipo de agentes quimicos consiguen la reduccion de la placa bacteriana y
de la gingivitis, no obstante no son tan efectivos como la Clorhexidina, mas no
fomentan la aparicidn de resistencia bacteriana (Enrique de Roja & Fuenmayor,
2009), efecto positivo que se debe a la concentracidén de los aceites esenciales que
es mayor a la necesaria para matar a las bacterias y ademas actian sobre las
bacterias de una manera no selectiva, reduciendo la posibilidad de resistencia.
Atacan a las bacterias dafiando la pared celular, destruyen las proteinas
bacterianas, efecto localizado a solo ciertos sitios diana (Biological Therapies in

Dentistry, 2011).

El principal representante de este grupo es Listerine, ® considerado como un
enjugue bucal antiplaca y antigingivitis (Enrigue de Roja & Fuenmayor, 2009). Fue
presentado como un antiséptico quirtrgico en 1879 por los Drs. Joseph Lawrence y
Jordan Wheat, Lambert estaba inspirando en la idea del Dr. Joseph Lister de utilizar
desinfectantes en los hospitales durante cirugias. En efecto en 1865 el Dr. Lister fue
el primero en realizar una cirugia antiséptica y por tanto fue el pionero en la
implementacion de una sala de operaciones moderna, antiséptica, lo que
contribuy6 a la reduccién significativa de la mortalidad de los pacientes quirargicos

durante el siglo 19. Lawrence y Wheat presentaron inicialmente una mezcla
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especifica de aceites esenciales, como eucaliptol, timol, salicilato de metilo y mentol
a la que le denominaron Listerine ® la que se empled inicialmente como
antiseptico quirdrgico, aflos mas tarde se incorpora a la Odontologia como

antiséptico bucal (Dentistry magazine, 2012; Listerine, 2012).

Sus ingredientes activos son: timol, mentol, eucaliptol y salicilato de metilo, los
llamados aceites esenciales (Enrique de Roja & Fuenmayor, 2009). La combinacion
de estos ingredientes es fija en el enjuagué conteniendo 0,064% de timol, eucaliptol
0,092%, 0,060% de salicilato de metilo, y 0,042% de mentol, férmula que ha
demostrado ser eficaz como antiplaca-antigingivitis en numerosas estudios clinicos
(Charles, McGuire, Sharma, & Qaqish, 2011). La formula original contiene etanol en
un 26.9% que se lo incluye por sus efectos antisépticos, proporciona estabilidad a
la formula y reduce el riego de contaminacion del producto (Enrique de Roja &

Fuenmayor, 2009; Harris & Garcia-Godoy, 2001).

En varios estudios se ha podido comprobar que Listerine ® es capaz de
penetrar el biofilm y eliminar las a bacterias Gram positivas, ademas se lo considera
un antibiético de amplio espectro incluyendo este: Streptococcus mutans, virus del
Herpes simple y virus de la Influenza A (Listerine antiseptic mouthwash for plague

and gingivitis, 2001).

Es importante mencionar que en la actualidad existen enjuagues que ya no
contienen alcohol ya que este no es suficientemente efectivo como antibacteriano,
inclusive estudios in vitro han demostrado que el alcohol promueve la penetracion
de diferentes carcinogénicos del tabaco en la mucosa oral. Asimismo existe
evidencia sobre la existencia de bacterias orales con capacidad de metabolizar el

alcohol en acetaldehido que es carcinogénico, sin embargo, en los estudios clinicos
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realizados no se ha podido comprobar su relacion con el posible desarrollo de

cancer (Marchetti, y otros, 2011).

Asi, Marchetti et al (2011) consideran que existen otros aspectos a
considerar, los que actualmente son lineas de investigacion que buscan nuevas
formulaciones para minimizar sus potenciales efectos negativos sobre la superficie

de restauraciones y su papel en la posible formacion de cancer.

2.4 Microbiologia

La microbiologia es una ciencia que estudia a los microorganismos, un amplio
y diverso grupo de organismos microscopicos; (bacterias, hongos y virus) que son
células vivas y funcionales, dotados de individualidad, con una organizacion
biolégica elemental y con una enorme importancia béasica y aplicada (Madigan,
Martinko & Parker, 2004). El término microbiologia, proveniente del griego

micro=pequefio, bios=vida y logos=estudio (Negroni, 2009).

Es importante sefialar que uno de los objetivos claves de la microbiologia es
comprender el impacto de los microorganismos en el ser humano, ya que a traves
de este conocimiento se puede maximizar sus efectos beneficiosos y reducir los

perjudiciales (Madigan, Martinko, & Parker, 2004).
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2.5 Bacteriologia

Ciencia que forma parte de la microbiologia y se dedica al estudio e
investigacion de la morfologia, ecologia, genética y bioquimica de las bacterias asi
como otros aspectos relacionados con ellas. Es trascendente para el hombre por
sus implicaciones médicas, alimentarias y tecnolégicas (Madigan, Martinko, &

Parker, 2004).

Debemos considerar que todas las células vivientes pueden ser clasificadas
en dos grandes grupos: procariotas y eucariotas. Las células eucariotas son mas
grandes y mucho mas complejas que las procariotas, ademas presentan un nucleo
verdadero y organelos delimitados por membranas (Madigan, Martinko, & Parker,

2004).

Por otra parte, las células procariotas tienen una estructura mas simple,
carecen de un nucleo verdadero y de organelos delimitados por membranas, a este
grupo pertenecen las bacterias (Madigan, Martinko, & Parker, 2004). De esta
manera, las bacterias son microrganismos que pertenecen al reino procariota,
presentan una estructura simple y sin membrana celular. Este tipo de
microrganismos son seres unicelulares que pueden vivir sin necesidad de un
huésped, se reproducen por divisibn simple o fision binaria, lo que genera

agrupaciones caracteristicas (Negroni, 2009).
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2.5.1 Clasificacion de las Bacterias

La mas empleada y antigua tiene en consideracion su forma y agrupacion

clasificandolos en: cocos, bacilos, espirilos y espiroquetas.

Los cocos son formas esféricas u ovoides, generalmente aerobias, que tienden
a agruparse entre si. Cuando se presentan asociadas dos bacterias se denominan
diplococos, silo hacen en forma lineal tres 0 mas células estreptococos. Ademas
si forman grupos de cuatro elementos dispuestos en cuadro se conocen como

tétradas (Madigan, Martinko, & Parker, 2004; Negroni, 2009).

Los bacilos tienen forma de bastoncillos. Se pueden encontrar en grupos de
dos o diplobacilos 0 en cadenas similares a las que se observa en los cocos
denominandose como estreptobacilos. Pueden tener los extremos redondeados,
otros presentan extremos afilados por lo que se los conoce como fusiformes y
existen también bacilos filamentosos por sus cortas ramificaciones y cuando quedan
agrupados en cadenas son los estreptobacilos o estando unidos de un lado al otro

estan en empalizada (Negroni, 2009).

Para Negroni (2009) los espirilos son bacterias helicoidales con movilidad
flagelar, generalmente gram negativas. A pesar de su semejanza morfoldgica con la

espiroquetas se diferencian por sus flagelos bacterianos externos tipicos.

Las espiroquetas son bacterias filiformes, flexibles muy largas, en forma de
espiral con diez o mas vueltas. Se clasifican segun el numero de vueltas vy si
poseen un cuerpo rigido o filamentoso. Existe vibrios con forma de comas, espirilos

en forma de S, si son flexibles y con varias curvas se denominan borrelia, con
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espiras mas apretadas treponema o leptospiras si ademas presentan las puntas

incurvadas hacia adentro (Negroni, 2009).

2.5.2 Elementos de la estructura bacteriana

Las bacterianas presentan estructuras que son comunes a todas ellas
independientemente de la forma que presenten y comprenden: pared celular,
membrana citoplasmatica y el citoplasma donde estan los ribosomas y nucleoide

(Negroni, 2009).

La pared celular es la estructura rigida mas externa, basicamente es la
encargada de mantener la forma de la bacteria y la protege del medio que la rodea.
También permite mantener la presion de turgencia dentro de la bacteria por la
cantidad de solutos disueltos dentro de ella. Es incolora a simple vista, pero el
bacteri6élogo danés Gram ided una forma de tincion que permitié dividirlas en dos
grupos conocidos como Gram positivos y Gram negativos (Madigan, Martinko, &

Parker, 2004; Negroni, 2009).

Las bacterias Gram positivas y negativas, presentan una capa rigida de
composiciéon quimica similar que lo podemos entender como un complejo de
peptidoglicano o mureina. También esta formada por finas laminas compuestas de
derivados de azucares llamados N-acetil-glucosamina y acido N-acetil-muramicos, y

un pequefio grupo de aminoacidos (Madigan, Martinko, & Parker, 2004).

La diferencia en la tincion se basa en la distinta reaccion de acuerdo a la

estructura de las paredes celulares. Asi las Gram positivas solo tienen un tipo de
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molécula que puede ser muy ancha y esta a travesada por acidos teicoicos. Estos
acidos le confieren una carga eléctrica negativa lo que permite la union o agregacion
interbacteriana. Por el contrario, las Gram negativas estan compuestas por capas y
son bastante mas complejas, ya que no posee &cidos teicoicos. La capa mas
externa tiene lipopolisacaridos que se los conoce como antigeno O. La zona mas
interna es el lipido A o endotoxina. (Madigan, Martinko, & Parker, 2004; Negroni,

2009)

La membrana citoplasmatica se encuentra por dentro de la pared celular, unida
0 no al espacio periplasmatico. Estd compuesta por fosfolipidos y proteinas,
identificandose dos capas por lo que puede decirse que es una membrana bicapa
lipidica. La membrana actia permitiendo el paso de determinadas moléculas, es
decir, es una membrana semipermeable. Tiene actividad enzimética e interviene en

el proceso de division celular (Negroni, 2009).

Por su parte para Negroni (2009) el citoplasma es un coloide que tiene en
suspension proteinas, azlcares, lipidos, iones y compuestos de bajo peso
molecular. Es la parte que tiene mayor contenido de agua y donde se encuentran

los ribosomas y el nucleoide.

Los ribosomas son elementos redondos o ligeramente aplanados, estan unidos
con el RNA mensajero y estan constituidos por proteinas y RNA ribosémico. En este
sitio se realiza la sintesis de proteinas y tienen accion de algunos antibacterianos

(Negroni, 2009; Madigan, Martinko, & Parker, 2004).

Los nucleoides segun Negroni (2009) son una sola molécula de DNA
bicatenaria larga, enrollada, cerrada, sin cubierta que se encuentra en la parte

central de las bacterias junto a la membrana plasmatica. La funcién de estos es
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transmitir la informacién genética, para esto las cadenas de DNA se abren y cada

una sirve de molde para que se produzca otra.

2.6 Microflora Humana

El término microflora o flora normal se refiere a los microrganismos que
normalmente residen en la piel y mucosas de las personas sanas. La piel y las
mucosas siempre hospedan microorganismos, los que pertenecen a dos grupos la
microflora residente compuesta de microorganismos fijos y la microflora transitoria
conformada por microorganismos no patdégenos o potencialmente patégenos que
solo estan en las mucosas por horas, dias 0 semanas (Jawetz, y otros, 1996; Marsh

& Martin, 2011).

La microflora residente contribuye directamente o indirectamente al desarrollo
normal de la fisiologia, de la nutricibn y del sistema inmune del organismo. Por
ejemplo hay bacterias de la flora intestinal que sintetizan vitamina K y ayudan en la
absorcion de nutrientes. La supresion o perturbacion de la microflora residente
puede llevar a la colonizacion anémala de microorganismos exdgenos que pueden

ser patdgenos (Jawetz, y otros, 1996; Marsh & Martin, 2011).

La colonizacion microbiana de la superficie del cuerpo comienza en el
nacimiento. Esta superficie se exponen a una amplia gama de microorganismos, sin
embargo, cada superficie por sus caracteristicas fisicas y bioldgicas solo es

colonizada por unos pocos de estos (Marsh & Martin, 2011).
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Tabla 1. Distribucion de la microflora residente

Sitio Anatémicos

Nasofaringe

Tracto urogenital

Nota: Fuente Marsh, P., & Martin, M. (2011). Microbiologia Oral. Venezuela:
Amolca.l
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2.7 Microflora Oral

La boca es uno de los sitios biolégicamente mas complejos e importantes del
cuerpo. Permite la existencia de diversos microorganismos que guardan una vida
armoniosa con el huésped y constituyen una microflora o microbiota con una
composicion y existencia caracteristicas debido a las condiciones peculiares de
nutrientes, pH, humedad, factores que confluyen localmente y llegan a constituir

un ecosistema.

Se considera que el ecosistema de la cavidad bucal esta constituido por mas
de 700 especies de microorganismos, iniciandose la colonizacién de esta luego del
nacimiento, ya que es estéril cuando el saco amnidtico esta intacto, antes del parto
(Jawetz, y otros, 1996). A partir del nacimiento la orofaringe y cavidad bucal del
neonato comienza a ser rapidamente colonizada, determinandose que la microflora
temprana esta compuesta por Staphylococcos epidermidis, Streptococcos virdans y

Bacilos Gram negativos ocasionales (Long & Swenson, 1976).

La micloflora inicial va modificAndose con el tiempo y con el aparecimiento
de nuevos elementos como los dientes. Es decir es variable durante toda la vida
influenciada tanto por los factores microbianos y no microbianos que conforman lo
gue se ha denominado como sucesién autogénica y alogénica y el mayor ejemplo
de la sucesion autogénica estd dado por la biopelicula dental considerada como un

habitat especifico (Ahmadieh & otros, 2010).

Sin embargo, pueden presentarse episodios de desequilibrio entre esta

microflora y el huésped, es decir alteraciones en el ecosistema, que pueden
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conducir a alteraciones patoldgicas. Asi, las mas comunes en la boca, son la caries

y la enfermedad periodontal. (Marsh & Martin, 2011; Negroni, 2009)

La caries dental es la desmineralizacion del esmalte o raiz por productos
acidos, originados por el metabolismo bacteriano de los hidratos de carbono
provenientes de la dieta. También, la placa dental est4 asociada con la etiologia de
la enfermedad periodontal, su acumulacion desencadena una respuesta
inflamatoria que conduce a dafios en los tejidos de soporte del diente (Marsh &

Martin, 2011).

Estas dos enfermedades presentan desafios cuando tienen una etiologia
microbiana. Esto se debe principalmente a que en la boca ya existe una microflora
residente, donde distintos microorganismos estan involucrados. Por tanto, es
imprescindible determinar las especies responsables o las consideradas solo como

espectadoras que constituyen la flora normal de la boca (Marsh & Martin, 2011).

2.7.1 Geéneros y especies microbianas presentes en la cavidad bucal

Desde hace tiempo se sabe que las bacterias colonizan diferentes superficies
en la cavidad oral como consecuencia de las adhesinas especificas de la superficie
bacteriana. Asila mayoria de microorganismos en la boca son cocos y bacilos gram
positivos y gram negativos, aerobios, anaerobios facultativos y estrictos. Ademas
segun Aas (2005) el 50% de la microbiota de la cavidad oral no es posible aislar en

medios de cultivo generales.
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Negroni (2009) menciona que entre los microorganismos que componen la
microflora propia de la cavidad bucal predominan los que pertenecen a los phylum:
destacando Firmicutes, Actinobacterias, Fusobacteria, Deinococcus-Thermus,
Acidobacteria y Chloroflexi entre los gram positivos y 10s que se encuentran dentro
de los phyliun Bacteroides, Spirochaetes, Synergistes y Proteobacterias que
agrupan a los microrganismo considerados como gram negativos. También se han
identificado cocoides que son anaerobios estrictos como Veillonella y
microrganismos filamentosos polimorfos como Lactobacillus, Actinomyces vy

Bifidobacterium.

Algunos cocos gram positivos, fundamentalmente Sterptococcus viridans del
phylum Firmicutes, son usualmente los mas aislados de la cavidad bucal en un
estado de salud normal, mientras los streptococcus del grupo mutans y sobrinus,
son asociados con caries dentales. Asimismo se pueden encontrar Staphylococcus
gue es considerada como una biota transeunte y el mas representativo del grupo es

el Staphylococcus aureus. (Negroni, 2009)

De esta manera, el Sterptococcus viridans son en general alfa-hemoliticos ya
gue producen una coloracién verde en el agar sangre por la pérdida masiva de
potasio de los eritrocitos presentes en el medio de cultivo, de ahi su nombre
(Madigan, Martinko, & Parker, 2004). Los streptococcus son muy abundantes en la
flora normal de las vias respiratorias superiores y tienen importancia en el
mantenimiento de la salud de las mucosas. Este grupo de microorganismos son los
mas abundantes en la flora total cultivable de la placa dental. No obstante, cuando
estas bacterias alcanzan el torrente sanguineo por algun traumatismo son las
principales causantes de endocarditis bacteriana en valvulas cardiacas normales en

un 21% (Jawetz, y otros, 1996; Poveda, y otros, 2008).
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Analogamente, el Staphylococcus aureus es una bacteria distribuida en forma
de racimo de uvas. Es coagulasa positiva, es decir, produce una proteina de tipo
enzimético que coagula el plasma, ademas produce enterotoxinas cuando crece en
alimentos constituidos por hidratos de carbono y proteinas (Jawetz, y otros, 1996).
De esta manera, Negroni (2009) menciona que este microorganismo es parte de la
biota transelnte en boca, y que esta presente en piel y membranas mucosas. Sin
embargo se la asocia con infecciones endodonticas, periodontales, periapicales e
infecciones supurativas en paciente inmunocomprometidos. Asimismo se lo

relaciona con un 23% con la endocarditis bacteria. (Poveda, y otros, 2008)

Por otro lado Negroni (2009) sugiere que la mayoria de los microrganismos
relacionados con la enfermedad periodontal se encuentran en el grupo de los
phylum, generalmente como gram negativos entre los que tenemos:

Porphyromonas, Prevotella, Bacteroides y Fusobacterium.

Asimismo, se ha identificado espiroquetas comensales y hongos como
Céandida albicans y otros como Mycoplasma y aun virus como el de Epstein- Barr y

Cytomegalovirus (Negroni, 2009).

Asi, algunos microorganismos comensales presentes en boca son la Moraxella
catarrhalis y Eschericha coli. La Moraxella catarrhalis son cocos gramnegativos
considerados como comensales que habitan la boca y el tracto respiratorio. Este
microorganismo se lo reporta desde el afio de 1886 por Frosch y Kolle, siendo una
bacteria aerobia, oxidasa y catalasa positiva, mas aun es productor de B-lactamasa
del tipo penicilinasa. La Moraxella catarrhalis es un comensal inocuo presente en la
flora normal del seres humanos sanos, sin embargo, esta puede producir neumonia

e infecciones de oido medio y ojos. (Martinez, 2012)
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Por otra parte, existen organismos que no son normales en flora normal de la
boca, pero se los puede encontrar por contaminacion de persona a persona a traves
de los excrementos (Miller, 1999). Este es el caso de la Eschericha coli que es una
enterobacteria, gram negativa y anaerobia facultativa. Esta se encuentra
normalmente en el tracto gastrointestinal donde no causa ninguna enfermedad, mas
bien contribuye a sintetizar vitaminas en especial la K y en la anaerobiosis del
ambiente del intestino delgado. Sin embargo fuera de este sitio sepas patégenas
producen infeccidn de las vias urinarias y diarreas (Jawetz, y otros, 1996; Madigan,

Martinko, & Parker, 2004).

También cabe mencionar que existen microorganismos oportunistas, es decir,
microorganismos que pueden producir una infeccion cuando las defensas del
huésped estan bajas invadiendo cualquier 6rgano (Definiciones medicas, 2011,
Jawetz, y otros, 1996). Tal es el caso de los hongos Cladosporium spp y Aspergillus

fumigatus.

Jawetz (1996) define al Aspergillus fumigatus como un moho ubicuo que esta
presente sobre la vegetacién en descomposicion. Se desarrolla en la humedad y no
es parte de la flora normal. Puede invadir la c6rnea traumatizada, quemaduras y el
conducto auditivo externo. Lo mas grave es que este moho se transforma en
oportunista en personas inmunocomprometidas o en personas con anormalidades
anatomicas del aparato respiratorio. Estos mohos producen la enfermedad conocida
como aspergilosis que es un grupo de micosis, con diversas causas y patogenias.

(Jawetz, y otros, 1996)

En el caso de Cladosporium spp son mohos pigmentados, que se encuentran

distribuidos en el aire, materia organica en descomposicion y pueden ser
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contaminantes de los alimentos. Es importante mencionar que se pueden desarrollar
en las superficies de fibras de vidrio y en el interior de las tuberias de agua. Son
mohos que no tienen una fase sexual de multiplicacién y comprenden méas de 30
especies. Este tipo de hongo se lo ha aislado en forma de contaminante, pero no se
le considera patdgeno para los seres humanos. Sin embargo se ha encontrado
datos de que puede causar infecciones cutaneas, onicomicosis, sinusitis e
infecciones pulmonares. Ademas puede causar reacciones alérgicas o asma (Tasic

& Miladinovic, 2007).

Las siguientes tablas ilustran de manera general la clasificacion en grupos de

las bacterias orales:



Tabla 2. Bacterias Gram negativas

Phylum

Bacteroides

Spirochaetes

Synergistes

Proteobacterias

Chlamidiae

Nota: Fuente Negroni, M. (2009). Microbiologia estomatoldgica.

Panamericana

Gram negativos
Género

Bacetroides, Bacilos anaerobios
Tannrella, Bacilos anaerobios
Prevotella, Bacilos anaerobios
Porpyromonas, Bacilos anaerobios
Capnocytophaga, Bacilos capnofilo
Treponema, Espirogueta anerobia
Synergistes, Bacilos anaerobios
Desulfovibrio
Campylobacter, bacilos anaerobios

Haemophilus y Aggregatibacter, Cocobacilo

aerobios facultativos o anaerobios

Kingella, Cocobacilo capndfilo

Eikenella, Cocobacilo aerobio

Neisseria, cocobacilo anerobios facultativos
Cocobacilos aerobios o microaerdfilos

Chlamidophila, parasitos intracelulares
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Argentina:



Tabla 3. Bacterias Gram positivas

46

Gram positivas

Familia
lactobacillales

Cocos
gramnegativos

Streptococcus
Enterococcus
Abiotrophia

Granulicatella

Lactobacillus

Veillonela
Megasphaera
Diaslister

Bacilos
gramnegativos

Curvos

Selenomonas




47

Corynebacterium
Filamentosos
Actinomyces

Rothia

Phylum Cocos aerobios Deinococcus
Deinococcus- facultativos
Thermus

Phylum Chloroflexi = Filamentos Chloroflexus
aerobios
facultativos

"Nota: Fuente Negroni, M. (2009). Microbiologia estomatoldgica. Argentina:
Panamericana.
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Tabla 4. Otros microorganismos

Otros microorganismos

Mycoplasma Hongos Virus Protozoos
Micoplama Candida albicans Epstein Barr Entamoeba
salivarium o _ gingivalis

C. tropicalis Cytomegalovirus
M. buccale Trichomonas tenax

C. stellatoides

M. faucium )
C. krusei

M. orale

Nota: Fuente Negroni, M. (2009). Microbiologia estomatoldgica. Argentina:

Panamericana

2.8 Medios de cultivo

Son soluciones nutritivas artificiales preparadas en el laboratorio que se utilizan
para permitir y favorecer el crecimiento de microrganismos, lo que permite su
identificacion posterior. Cultivar un microorganismo es brindar las condiciones
artificiales similares a los liquidos organicos del cuerpo humano para favorecer su

crecimiento in vitro (Madigan, Martinko, & Parker, 2004; Negroni, 2009).

Los medios de cultivo se preparan afadiendo cantidades precisas de
compuesto organicos o inorganicos purificados en agua (Madigan, Martinko, &
Parker, 2004). Por lo general contienen hidratos de carbono, suero, sangre
completa, bilis, etc., los hidratos de carbono se adicionan para incrementar el valor

nutritvo del medio y para detectar reacciones de fermentacion de los
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microorganismos que ayuden a identificarlos, el suero y la sangre se afiaden para
promover el crecimiento de los menos resistentes (Negroni, 2009). También pueden
agregarse colorantes al medio de cultivo como indicadores para detectar la
formacion de &cido o como inhibidores selectivos del crecimiento de algunas

bacterias.

Un medio de cultivo adecuado para la investigacion debe contener como
minimo carbono, nitrégeno, azufre, fésforo y sales inorganicas, en casos
seleccionados sera necesario adicionar ciertas vitaminas y otras substancias
inductoras del crecimiento asi como substancias que actien como donantes o
captadores de electrones para las reacciones quimicas que tengan lugar

(EducaMadrid, 2002).

De acuerdo a su estado fisico los medios de cultivo pueden ser liquidos,
semisolidos y sélidos, mientras que atendiendo a su utilidad practica son para uso
generales, selectivos, enriquecidos, para aislamientos especializados y diferenciales

(EducaMadrid, 2002)



Figura 2: Medios de cultivo Agar Sangre, chocolate, Cled, Mc Conkey
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3 Materiales y Métodos

3.1 Tipo de estudio

Para este estudio se obtuvo aprobacion del Comité de Bioética de la
Universidad San Francisco de Quito y se hizo firmar un consentimiento informado a

cada uno de los participantes (Ver en Anexos).

Asi, este es un estudio de tipo experimental, prospectivo, comparativo en el
gue se investiga por analisis microbiologico la presencia de algunos microrganismos
de la cavidad bucal en los cepillos de dientes usados durante una semana y el
efecto antibacterial que sobre estos tienen algunos agentes quimicos empleados

para la higiene bucal.

3.2 Tamaino de la muestra

Para este estudio se incluyeron a 15 sujetos (8 mujeres y 7 varones) que

participaron voluntariamente y cumplieron los criterios de inclusion establecidos.
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3.3 Criterios de inclusion

e Adultos de entre 18-25 afios

e Sanos sin enfermedades sistémicas como diabetes, hipertension arterial,
insuficiencia renal, epilépticos, hemofilicos e inmunocomprometidos

e Sin ortodoncia

e Capacidad motriz y fisica normales

e Diagnostico periodontal hasta de gingivitis leve

e Consentimiento firmado

3.4 Criterios de exclusion

e Personas menores de 18 afios 0 mayores a 25 afios

e Pacientes con enfermedades sistémicas como diabetes, hipertensién arterial,
insuficiencia renal, epilépticos, hemofilicos e inmunocomprometidos

e Cepillos utilizados mas del tiempo estipulado en esta investigacion

e Personas con problemas periodontales graves.

e Apifiamientos severos y con ortodoncia

e Personas con problemas motrices.
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3.5 Grupos de estudio

Primera semana: 15 participantes voluntarios. Spray utilizado agua destilada

Segunda semana: 15 participantes voluntarios. Spray Gluconato de Clorhexidina al

0.12%

Tercera semana: 15 participantes voluntarios. Spray Listerine®

3.6 Materiales

PRIMERA FASE

e Cepillos dentales con cerdas suaves de nylon Colgate® Palmolive
e Pasta dental Colgate® Palmolive

e LISTERINE® Johnson & Johnson

e Gluconato de Clorhexidina al 0,12% Lamosan Cia. Ltda.

e Agua destilada

SEGUNDA FASE

Medios de cultivo Agar Sangre, EMB, CLED, Mac Conkey, Muller Hinton,
TSA, MVIC, TSI, Agar Saboureaud marca OXOID

e Cajas Petri estériles

e Tubos de 10mL tapa roja estériles marca Vacutech

e Agua destilada estéril
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e Hisopos estériles marca Prime

e Juego de Asas bacteriol6gicas

e Lampara de alcohol

e Mechero Bunsen

e Cilindro de gas

e Camara de flujo laminar vertical marca YMX, modelo Steril 230 de 500 dalton
de resistencia

e Incubadora de flujo vertical marca MLW, modelo BSU 100, temperatura
regulable a 37° C.

e Autocalve de presion vertical, marca MYTIC, modelo DELL-s333, 200 atm de

presion

3.7 Metodologia

La investigacion y la recolecciéon de la muestra tomo lugar en la Clinica

Odontolégica de la Universidad San Francisco de Quito.

PRIMERA FASE DE LA INVESTIGACION

PRIMERA SEMANA

Al iniciar el estudio se les explico a los voluntarios en qué consistia la

investigacion y los que decidieron participar se les entregé el consentimiento
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informado para que lo firmen. Luego, se les realiz6 la evaluacion y examen clinico
periodontal basico para determinar la presencia o ausencia de enfermedad y su
estadio. También se entregd los cepillos dentales Colgate Palmolive, dentifricos
Colgate Palmolive y agua destilada, junto con las instrucciones del correcto uso del
cepillo dental y la explicacién de la técnica de cepillado, especificamente la de Bass
modificada. Los participantes comenzaron a cepillarse los dientes con la técnica

indicada, 3 veces al dia, para luego ser desinfectados con el agua destilada.

SEGUNDA SEMANA

Terminada la semana se recogieron los cepillos desinfectados con agua
destilada. La cabeza de estos fue cortada para almacenarla y transportarla en cajas

petri estériles de la siguiente manera:

Se procedié con los guantes estériles ya colocados, a cortar la cabeza del cepillo
tratando de mantenerlo siempre lo mas cerca posible al mechero. Luego junto al
mechero, con la mano derecha, se levanta la caja para introducir la cabeza del
cepillo cortada, a continuacion con la mano izquierda se pone la tapa. Enseguida se
coloca Parafilm, que es una pelicula autosellante, moldeable y flexible, para sellar
las cajas el cual evitard que las cajas Petri se abran durante el transporte hacia el
laboratorio. Para finalizar se codific6 cada una de las muestras con el tipo de

aerosol empleado y la fecha de recoleccién. (Fig. 3)

Ademas se entregd los cepillos nuevos y Gluconato de Clorhexidina al 0.12%

para la desinfeccion de los mismos.
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Figura 3. Muestra almacenada y codificada

Nota: Codificacién (1) A: Agua destilada, (2) C: Clorhexidina, (3) L: Listerine. La identidad

de los voluntarios se mantuvo anénimo
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TERCARA SEMANA

Terminada la semana se recogieron los cepillos desinfectados con Gluconato de
Clorhexidina al 0.12%. Se los almacend y transportd de la misma manera antes
detallada. Ademas se entregd los cepillos nuevos y Listerine® para la desinfeccion

de los mismos.

CUARTA SEMANA

Se recolectaron los cepillos desinfectados con Listerine®. Se los almaceno y

transportd de la misma manera ya detallada.

SEGUNDA FASE DE LA INVESTIGACION

Una vez en el laboratorio de microbiologia se lavé la cabeza del cepillo de
dientes en agua destilada estéril y se realizé la siembra utilizando diferentes medios
de cultivo como agar Sangre, TSA, IMVIC, TSI y Saboureaud como se detalla a

continuacion.

3.7.1 Elaboracién medios de cultivo

Se peso la cantidad de agar necesario para cada medio de cultivo, se agrego

agua destilada de acuerdo a las indicaciones del fabricante, se llevo a calentar al
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fuego para su completa homogenizacion, luego se introdujo en el autoclave para su
esterilizacion a 200 atmésferas de presion por 20 minutos; mientras tanto se
esterilizé la cAmara de flujo laminar con rayos ultravioleta, igual por 20 minutos. Al
termino de este tiempo se tomoé el medio de cultivo estéril (Fig. 4) y se dejo enfriar
por 10 minutos aproximadamente; cuando se encontrd a una temperatura de 50°C a

60°C aproximadamente, se procedié a envasar en las cajas petri estériles.

Figura 4: Medio de cultivo estéril-Agar base

En el caso del Agar Sangre y Chocolate, se debe esperar que el medio de
cultivo se enfrie hasta 40°C en el primer caso y 45°C en el segundo para agregar la

sangre (Fig. 5).
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Figura 5. Elaboraciéon de medios de cultivo

Nota: Fuente Romero, M., Esquivel, J., Alvarado, F., Montes de Oca, C., & Rangel, M. (6 de
Junio de 2012). Microbiologia. Recuperado el 2012, de

http://realisaciondeanalisis.blogspot.com/

3.7.2 Analisis Microbiano, procedimiento de siembras y resiembras

El paso seguido fue extraer la cabeza del cepillo de la caja petri y realizar un
hisopado estéril de las cerdas, para continuar con la siembra en los cultivos
primarios; esto es en Agar Sangre, Agar Mc. Conkey y Agar Sabouraud. Para esto
se esterilizé la cdmara de flujo con rayos ultravioleta por el lapso de 20 minutos,
luego se tomo el hisopo y se realizdé un raspado enérgico de las cerdas del cepillo,
inmediatamente se efectu6 un primer in6culo en cada caja de agar primario; al
haber realizado esto con todos los cepillos, se tomé el asa, se esterilizé al fuego del
mechero, luego de 5 minutos, cuando ya se ha enfriado, se realizé el estriamiento
de cada in6culo primario de los agares sembrados (Fig. 6), efectuando una

esterilizacion al fuego entre agar y agar, finalmente se rotula cada caja sembrada
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con el cadigo respectivo. Este mismo procedimiento se efectla para las siembras de

los otros grupos agua destilada, grupo Clorhexidina y grupo Listerine®.

Figura 6. Técnica con asa

Luego con pinza estéril se sumergio la cabeza del cepillo en agua destilada,
igualmente estéril; con la solucion obtenida se realiz6 otra siembra en cultivos

primarios: Agar Sangre, Agar Mc. Conkey y Agar Sabouraud.

A las 16 horas de las siembras, se realiz6 las resiembras en los agares
selectivos, asi en Agar TSA, Agar EMB y Agar Muller Hinton, tomando varias
colonias diferentes entre si por su morfologia y caracteristicas propias de reaccién al
agar primario. Para esto se esterilizo la cAmara de flujo con rayos ultravioleta por el
lapso de 20 minutos, luego con el asa esterilizada al fuego y enfriada
necesariamente, se tomé una colonia sospechosa y se realiz6 la resiembra en el
agar selectivo o en el agar diferencial segun el caso, finalmente se rotulé cada caja
sembrada con el cédigo respectivo. Este mismo procedimiento se efectia para las
resiembras de los otros grupos agua destilada, grupo Clorhexidina y grupo

Listerine®.
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A las 24 horas de esta resiembra, se realizaron las siembras en agar
diferencial, esto es en Agar CLED, segun el caso, tomando la muestra de cada

cultivo selectivo.

Finalmente, a las 48 horas de la Ultima resiembra, se realizo siembras en las
pruebas confirmatorias, segun el caso de la bacteria identificada inicialmente,

confirmando o no la posible identificacion.

3.7.3 Procedimiento de siembras en pruebas confirmatorias

Cuando ya se logré una identificacién preliminar de las colonias sembradas,
se procedié a la siembra en las pruebas confirmatorias, para ello se esterilizé la
camara de flujo con rayos ultravioleta por el lapso de 20 minutos, luego con el asa
esterilizada al fuego y enfriada necesariamente se tomd una colonia del agar
diferencial positivo y se realizé la resiembra en cada tubo de cada prueba (Fig. 7);
realizando un estriamiento o un indculo, dependiendo del tipo de prueba necesaria,

finalmente se rotuld cada tubo sembrado con el cédigo respectivo.

Este mismo procedimiento se efectia para las siembras en pruebas
confirmatorias de los otros grupos agua destilada, grupo Clorhexidina y grupo

Listerine®.
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Figura 7: Pruebas confirmatorias

3.7.4 Procedimiento de incubacién

Luego de la rotulacién, se tomo los cultivos y se los llevé a incubarse durante
16, 24, 48 horas o 6 semanas, segun el patdgeno a identificar, en la incubadora a

37°C (Fig. 8).

Este mismo procedimiento se efectla para la incubacion de los cultivos a

partir de la solucion de enjuague del cepillo dental.
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Figura 8. Incubadora

Nota: (1) Incubadora de temperatura regulable, (2) Perilla de temperatura a 37°C.

3.7.5 Lecturadelos cultivos

Luego del tiempo de incubacién requerido, se tomo los cultivos primarios,
selectivos, diferenciales y confirmatorios y se logré determinar los patégenos

crecidos de los cepillos dentales y de la solucién obtenida de su enjuague.
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4 Analisis Estadistico

Para el andlisis estadistico se empled el Statistical Package for Social
Sciences, SPSS 12.0 para windows, SPSS Inc. Las variables obtenidas se
expresaron como porcentajes, medias, Yy para la comparacion de los valores
obtenidos se empled la prueba exacta de Fisher, un valor < 0.05 fue considerado

como estadisticamente significativo.
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5 Resultados

Quince pacientes cumplieron los criterios de inclusion establecidos vy
participaron en el estudio. La edad promedio de los participantes fue 20.7 afios

(18-23 anos), siete (46.7%) fueron varonesy ocho (53.3%) mujeres (Fig. 9).

Los diagndsticos encontrados en la evaluacion periodontal fueron:
Gingivitis leve: 1 participante (6.6%)

Salud Periodontal: 14 participantes (93.4%)

Participantes por sexo

100

90 -

80 -

70

60

50 A

Porciento

30 -

10

Varones Mujeres

Figura 9: Edad (afios) de las participantes

Nota: n=15, X=20.73, SD=1.94, rango= 6, mediana= 21
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En la primera semana de estudio 10 sujetos (66.6%) cumplieron el protocolo
establecido, los otros 5 voluntarios no lo hicieron por diferentes motivos. En este
grupo que empled el agua destilada para la desinfeccidén de los cepillos, el cultivo
del hisopado de las cerdas de estos fue positivo en dos (20%) y los gérmenes
identificados fueron Streptococcus viridans y Moraxella catarralis. El cultivo del
liguido de enjuague de los cepillos de estos sujetos fue positivo en cuatro casos
(40%) vy los gérmenes identificados fueron: Streptococcus viridans, Cladosporium

spp, Moraxella catarrhalis y Stafilococcus aureus. (Tabla 5)
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Tabla 5: Contaminacion de cepillos a la primera semana (agua destilada)

Siembra de hisopado de cerdas Siembra del enjuague del cepillo

N° muestra  Contaminacion Bacteria Contaminacion Bacteria

AMGO61112  Positivo Streptococcus Positivo Streptococcus
viridans viridans

ABA61112 Negativo Ausente Negativo Ausente

AXO051112 Negativo Ausente Positivo Cladosporium spp

AMC61112 Negativo Ausente Negativo Ausente

ABM61112 Negativo Ausente Negativo Ausente

ADO51112 Negativo Ausente Negativo Ausente

APB61112 Positivo Moraxella Positivo Moraxella catarrhalis
catarrhalis

AMJIB61112 Negativo Ausente Negativo Ausente

ANC61112 Negativo Ausente Positivo Stafilococcus

aureus
AGB61112 Negativo Ausente Negativo Ausente

Nota: Streptococcus viridans coco, gram positivo, anaerobio; Stafilococcus aureus
coco, gram positivo, anaerobio facultativo; Moraxella catarrhalis coco, gram

negativo, aerobia; Cladosporium spp moho ubicuo
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En la segunda semana, 14 sujetos (93.3%) cumplieron el protocolo
establecido. Este grupo empleo la clorhexidina para la desinfeccion de los cepillos
luego de su uso, identificAndose dos cultivos positivos (14.2%) en el hisopado de
las cerdas de estos, los gérmenes encontrados fueron: Eschericha coli y Moraxella
catarralis. En el liquido de lavado de los cepillos, tres cultivos (21.4%) fueron
positivos, identificAndose los siguientes gérmenes: Aspergillus fumigatus,

Escherichia coli y Moraxella catarrhalis. (Tabla 6)
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Tabla 6: Contaminacion de cepillos a la segunda semana (Gluconato de
Clorhexidina 0.12%)

Siembra de hisopado de cerdas

N° Muestra

CMJB131112

CDO0O131112

CX0131112

CNC121112

CGB131112

CMGO131112

CBA131112

CGM131112

CNG131112

CPB131112

CCB131112

CLC141112

CMC141112

CBM141112

Nota: Eschericha coli

Contaminacion
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Bacteria

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Eschericha
coli

Ausente

Ausente

Ausente

Moraxella
catharrhalis

Ausente

Ausente

Ausente

ausente

Siembra del enjuague del cepillo

Contaminacion
Negativo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Bacteria
Ausente

Aspergillus

fumigatus
Ausente
Ausente
Ausente

Eschericha Coli

Ausente
Ausente
Ausente

Moraxella
catharrhalis

Ausente
Ausente
Ausente

Ausente

enterobacteria, gram negativo, anaerobia facultativa,

Moraxella catharrhalis coco, gram negativa, aerobia, Aspergillus fumigatus moho

pigmentado.
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La tercera semana en la que 15 sujetos (100%) cumplieron el protocolo y
emplearon Listerine ® para la desinfeccion de los cepillos, solo un cultivo (6.6%)
fue positivo en el hisopado de las cerdas de los cepillos por ellos empleados,
identificAndose el Stafilococcus aureus, en tanto que en el liquido de lavado de
estos cepillos el Unico cultivo positivo (6.6%) identificO también el Stafilococcus

aureus. (Tabla 7)
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Tabla 7. Contaminacion de cepillos a la tercera semana (Listerine®)

Siembra de hisopado de cerdas

N muestra

LX0201112

LDO201112

LBA201112

LLC201112

LCB201112

LNG201112

LNC191112

LCS201112

LMGO201112

LGB201112

LMB201112

LGM201112

LMC201112

LPB201112

LMJIB201112

Contaminacion

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Bacteria

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Stafilococcus
aureus

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Siembra del enjuague de cepillo

Contaminacion

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Bacteria

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Stafilococcus aureus

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Nota: Stafilococcus aureus coco, gram positivo, anaerobio facultativo
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Los cultivos positivos identificados en el hisopado de las cerdas de todos los
cepillos de los participantes (n=39) durante las cuatro semanas que duro el
estudio fueron 5 (12.8 %), mientras que en el cultivo del liquido de enjuague de
los cepillos se identificaron ocho (20.5%). M&s aln los cultivos positivos con el
mismo microrganismo coincidieron tanto en el cultivo del hisopado como el
enjuague del cepillo en un 62.5 %. Por otro lado en un 37.5% los microorganismos

encontrados por estos dos métodos no coincidieron. (Tabla 8 y Fig.10)

Cultivos positivos en el hisopado de cerdas
o en el liquido de enjuague de cepillos
(n=39)

30

Porciento

Hisopado Liquido de
de cerdas de enjuague

Figura 10: Cultivos positivos en el hisopado de cerdas o en el liquido de

enjuague de cepillos
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Tabla 8: Numero y porcentaje de cepillos contaminados en el hisopado de
cerdas o en el liquido de enjuague

Muestra Numero = Cultivos positivos = %
Hisopado de cerdas 39 5 12.8
Liguido de enjuague 39 8 20.5

Nota: p = 0.545 No es estadisticamente significativo

Tabla 9: Desinfectante, nUmero y porcentaje de cepillos contaminados

Agente quimico Agua destilada Clorhexidina p

N° y % de cepillos

contaminados 6 (60%) 5(35.7%) 0.408
Agente quimico Agua destilada Listerine 0.028

N° y % de cepillos

% 0
contaminados 6 (60%) 2(13.3%)
Agente quimico Listerine Clorhexidina 0.215
o 0 :
N° y % de cepillos 2(13.3%) .

contaminados

Nota: En cuanto a la comparacion de la capacidad de desinfeccion, la Unica que es

estadisticamente significativa es la encontrada entre el Listerine® y el agua destilada

p =0.028
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5.1 Fotografias de los cultivos positivos

Figura 11: Streptococcus viridans

Nota: Streptococcus viridans en cultivos (1) Agar Sangre-Mc. Conkey, (2) Agar sangre, (3)
Agar sangre.



Figura 12: Moraxella catarrhalis

Nota: Moraxella catarrhalis en cultivos (1, 2, 3, 4) Agar sangre (5) Agar chocolate.
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Figura 13: Escherichia coli
Nota: Escherichia coli en cultivos (1, 2) Agar sangre-Mc Conkey, (3) Agar Mc Conkey, (4)

Agar Mc Conkey-chocolate, (5,6) Agar chocolate.
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Figura 14: Stafilococcus aureus

Nota: Stafilococcus aureus en cultivos de (1) Agar sangre-chocolate, (2) Agar sangre, (3)

Agar chocolate.



Figura 15: Cladosporium spp

Nota: Cladosporium spp en Agar Sabouraud

Figura 16: Aspergillus fumigatus

Nota: Aspergillus fumigatus en Agar Sabouraud
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6 Discusion

Amplia y consistente es la bibliografia especializada que respalda los beneficios
del cepillo de dientes en la higiene y salud bucal del humano. El uso sistematico,
con la técnica apropiada de este instrumento ha demostrado un efecto positivo,
eliminado no solo los restos de los alimentos luego de la deglucion, y especialmente
limitando la proliferacion de la placa bacteriana, o que permite prevenir problemas

orales como la gingivitis y caries.

No obstante estos probados beneficios, varios estudios (Sato & Ito, 2004; Taji
& Rogers, 1998; Caudry & otros, 1995; Frazelle & Munro, 2012) han demostrado
gue los cepillos dentales generalmente estan contaminados por diversos gérmenes
provenientes de la propia cavidad bucal e inclusive de su entorno durante su
almacenamiento. El concepto de que los cepillos de dientes estan contaminados
después de su uso lo propuso Cobb en 1920 (Mehta, Sequeira, & Bhat, 2007). Esta
contaminacién, que puede ser tan temprana como las 24 h de iniciado su uso,
implica la posibilidad de reinfeccion o el inicio de otras infecciones de la cavidad
bucal, faringe, amigdalas o inclusive sistémicas, como neumonia, Sepsis,
osteomielitis, abscesos, etc., complicaciones que guardan un mayor riesgo en
pacientes inmunocomprometidos (Mehta, Sequeira, & Bhat, 2007); pudiendo
entonces el cepillo de dientes convertirse en un peligroso y potencial reservorio de
microrganismos, no obstante de lo cual todavia es limitada la informacién vy
atencion que se brinda a la desinfeccion de los cepillos de dientes luego de su

uso.
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Al igual que en otros estudios (Spolidorio & otros, 2011; Montero & al, 2012),
en este, tanto en el hisopado de las cerdas de los cepillos utilizados durante una
semana, como en el liquido del enjuague de los mismos, identificamos varios
microrganismos. Los més frecuentes en orden de frecuencia fueron las bacterias:
Moraxella catarrhalis, Stafilococcus aureus, Echericha coli, Stafilococcus viridans, y
levaduras como Cladosporium spp y Aspergilius fumigatus, (Tabla 5). Las bacterias
identificadas son anaerobias, gram positivas, excepto la Moraxella catarrhalis y
Eschericha coli que son gram negativas y se han reconocido positivamente en la

cavidad bucal en diversos estudios previos (Suma Sogi & otros, 2002).

Algunos de estos microoganismos como el Streptococcus viridans y el
Stafilococcus aureus coinciden con los hallazgos de otros estudios (Mehta,
Sequeira, & Bhat, 2007; Komiyama & otros, 2010) y no han sido identificados en
otros (Sato & Ito, 2004), pero ademas en este estudio encontramos algunas
bacterias comunes como la Moraxella catarrhalis, Eschericha coli, y hongos como
el Cladosporium spp y Aspergillum fumigatus, estos dos ultimos considerados como
oportunistas y no habituales en la cavidad bucal del humano (Suma Sogi & otros,

2002; Malmberg & otros, 1994).

Determinamos en este estudio que el mayor nimero de cepillos contaminados
se produce cuando su desinfeccion se efecta con agua destilada, lo que no es
sorprendente  dado el nulo efecto bactericida de esta. La magnitud de la
contaminacion, empleando el agua para la desinfeccion bacteriana es similar a la
encontrada en estudios similares (Sato & Ito, 2004) y es menor a lo informado en
otros (Mehta, Sequeira, & Bhat, 2007). En este grupo fue en donde mas gérmenes

se reconocieron en los medios de cultivo y estos fueron: Streptococcus viridans,
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Moraxella catarralis, Stafilococcus aureus y Cladosporium SPP. También al no
ejercer el agua destilada ningun efecto bactericida, ratificamos la temprana
contaminacion por microrganismos que sufren estos instrumentos, la cual puede
producirse desde las primeras horas de su empleo (Spolidorio & otros, 2011; Bhat,
2012). Y justamente con este propoésito se utilizd el agua destilada sin esterilizar

para simular las caracteristicas del agua corriente del grifo.

El menor numero de cultivos positivos, por tanto de contaminacion de los
cepillos de dientes, se produjo cuando se empleé el Listerine ® como
desinfectante. Este es un hallazgo trascendente ya que pese a que este agente
no fue totalmente efectivo para la desinfeccién de los cepillos, su eficacia en este
estudio es estadisticamente significativo al compararlo con el agua destilada
(p=0.028). Al comparar su eficiencia de desinfeccion con la de la clorhexidina no se
encontrd una diferencia estadisticamente significativa (p=0.408), a pesar de haber
desinfectado a una mayor nimero de muestras. Estos hallazgos estan de acuerdo
con algunos reportes en los que este agente es superior a otros para la desinfeccion

de los cepillos dentales (Caudry & otros, 1995). Tabla 11

Por su efecto bactericida y su peculiar mecanismo de accion el Gluconato de
Clorhexidina se presentaba como la mejor opcién para la desinfeccion de los
cepillos dentales, (Mehta, Sequeira, & Bhat, 2007; Komiyama & otros, 2010; Suma
Sogi & otros, 2002) demostrando inclusive en algunos reportes ser superior al
Listerine ® (Mehta, Sequeira, & Bhat, 2007), sin embargo en este estudio no se
ratifica esta propiedad y aunque su eficacia antibacterial es significativamente
superior al agua destilada (p=0.408), esta fue inferior a la del Listerine ®. Se

puede hipotetizar que la superioridad demostrada por el Listerine® como
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desinfectante de los cepillos dentales en este estudio sobre la Clorhexidina, se debe
a que empleamos la Clorhexidina en una concentracion menor (0.12%) a la
empleada en estudios previos (0.2%), concentracion con la que ha demostrado una
elevada efectividad (Mehta, Sequeira, & Bhat, 2007; Enrique de Roja & Fuenmayor,

2009).

Los hallazgos de esta investigacion ratifican la efectividad del Listerine® y la
clorhexidina para la desinfeccion de los cepillos dentales, esta sin ser total, es
sustancialmente mayor que el agua destilada, no obstante destaca por sus
resultados el Listerine®, que en este estudio, demuestra ser superior a la
clorhexidina. Este hallazgo se lo puede atribuir a la concentracion de sus
componentes quimicos y a la capacidad que tiene este agente quimico de penetrar

el biofilm. (Okud, Adachi, & lijima, 1998).

Establecimos que porcentualmente existe una diferencia entre el numero de
cultivos positivos en el material del hisopado de las cerdas de los cepillos utilizados
y el liquido de enjuague de estos (12.8% vs. 20.5%), siendo mayor en esta Ultima,
posiblemente porque durante el lavado del cepillo se arrastran y eliminan una
mayor cantidad de gérmenes, sin embargo esta diferencia no fue estadisticamente

significativa (p= 0.545). Tabla 10

Finalmente es sugestivo que la desinfeccién de los cepillos dentales luego de su
uso, debe realizarse por inmersién y no con la aplicacion de agentes quimicos por
spray. Método que en este estudio lo empleamos por su sencillez, pero que
comparativamente con estudios previos (Efstratiou, y otros, 2007; Mehta, Sequeira,
& Bhat, 2007; Frazelle & Munro, 2012; Spolidorio & otros, 2011) es inferior a la

inmersion ya que posiblemente la cantidad de desinfectante que llega a las cerdas
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y la cabeza del cepillo por el spray es menor y permanece por menor tiempo que
durante la inmersion. También podria tomarse en cuenta una inapropiada
aplicacion del spray lo que causaria una disminucion de la cantidad del quimico

para la desinfeccion.
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7 Conclusiones

e La capacidad desinfectante que presento el Listerine® en esta investigacion
mostré ser mayor a la de la clorhexidina sobre microorganismos encontrados
en cepillos dentales, a pesar de que esta diferencia no fue estadisticamente
significativa.

e Al comparar la capacidad desinfectante del agua destilada con el Gluconato
de Clorhexidina, no hubo significancia estadistica (p=0.408)

e Por otro lado, cuando se compara la capacidad desinfectante del agua
destilada con el Listerine®, si se muestra una significancia estadistica
mostrando asi la mayor capacidad del Listerine frente al agua (p=0.028).

e Los resultados de este estudio ratifican que desde etapas muy tempranas
de su uso los cepillos dentales sufren contaminacion, tanto asi que tan solo
con una semana de uso se puedo encontrar Streptococcus viridans,
Stafilococcus aureus que son bacterias gram positivas; Moraxella catarralis
gue es gram negativa y Cladosporium ssp un hongo.

e Los objetivos planteados se cumplieron al demostrar estadisticamente que el
Listerine® tiene mejor capacidad desinfectante para descontaminar los

cepillos dentales usados por pacientes sanos.
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8 Recomendaciones

e Se debe realizar mas estudios sobre los cepillos dentales con mayor tiempo
de exposicion de estos al medio de contaminacion y con diferentes métodos
de descontaminacion.

e Para futuros estudios se debe utilizar Gluconato de Clorhexidina al 2%, por
su mayor capacidad de desinfeccion.

e Es menester de los odontdlogos difundir que para una adecuada higiene
bucal, estd debe complementarse con la desinfeccion regular del cepillo para
gue este no se convierta en un instrumento contaminante. Ademas, el cambio
del cepillo dental debe ser cada tres meses o antes, dependiendo del dafio
del cepillo y los hébitos que el paciente tenga.

e Tomando en cuenta la recomendacidbn anterior en pacientes
inmunocomprometidos es preciso que el cambio del cepillo sea mas
frecuente, mas aun cada mes. Ademas es preciso que estos mantengan un
régimen de desinfeccion de este instrumento.

e También es recomendable que los pacientes que hayan salido de una
enfermedad infecciosa cambien su cepillo dental, ya que este suele estar
contaminado con las bacterias causantes de la enfermedad.

e Se recomienda lavar muy bien el cepillo y dejarlo en un lugar con ventilacién
para que este se seque y evitar el desarrollo bacteriano, ya se segun estudios
si se lo cubre hay mayor posibilidad de desarrollo de Pseudomona

aeruginosa (Mehta, Sequeira, & Bhat, 2007).
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10 Anexos

10.1Anexo 1: Carta de autorizacion del Comité de Bioética

Comité de Bioética, Universidad San Francisco de Quito
El Comité de Revisién Institucional de la USFQ
The Institutional Review Board of the USFQ
Quito, 13 de Noviembre de 2012

Doctora

Maria Elizabeth Aguirre Fernandez
Estudiante de Odontologia

UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO
Presente

De mi mejor consideracion:

Por medio de la presente, el Comité de Bioética de la Universidad San Francisco de Quito se complace
en informarle que su estudio “Estudio comparativo de agentes quimicos utilizados para la desinfeccién
de cepillos dentales" ha sido aprobado con fecha 13 de Noviembre de 2012, en particular a lo que se

refiere a:
e Protocolo de investigacion,
e Consentimiento informado,
e Indicaciones para el uso correcto del cepillo dental,
e Periodontograma
e Carta de autorizacién de la Vice Decana de la Escuela de Odontologia.

Esta aprobacion tiene una duracién de un afio (365 dias), transcurrido el cual se debera solicitar una
extension si fuere necesario. En toda correspondencia con el Comité de Bioética, favor referirse al
siguiente cddigo de aprobacion: 2012-53T.

El Comité estard dispuesto, a lo largo de la implementacién del estudio, a responder cualquier inquietud
que pudiere surgir tanto de los participantes como de los investigadores. Es importante recordar que el
Comité debe ser informado de cualquier novedad, especialmente eventos adversos, dentro de las
siguientes 24 horas. Asimismo, el Comité debe ser notificado de la fecha de término del proyecto.

El Comité de Bioética ha otorgado la presente aprobacion en base a la informacién entregada por los
solicitantes, quienes al presentarla asumen la veracidad, correccion y autoria de los documentos
entregados. De igual forma, los solicitantes de la aprobacién son los responsables de aplicarlos de
manera correcta en la ejecucion de la investigacion, respetando los documentos y condiciones
aprobadas por el Comité, asi como la legislacion vigente aplicable y los estdndares nacionales e
internacionales en la materia.

Atentamente,

WA

William F. Waters, Ph.D.
Presidente del Comité de Bioética
Universidad San Francisco de Quito
Casilla Postal 17-12-841
Quito, Ecuador

comitebioetico@usfg.edu.ec
PBX (593-2) 297-1775




10.2 Anexo 2: Consentimiento informado

Cédigo: 2012-53T

Comité de Bioética, Universidad San Francisco de Quito
El Comité de Revisi6n Institucional de la USFQ
The Institutional Review Board of the USFQ

Formulario Consentimiento Informado
Universidad San Francisco de Quito
Comité de Bioética

Titulo de la investigacién: Estudio comparativo de agentes quimicos utilizados para la desinfeccién de
cepillos dentales

Versién y Fecha: 26 octubre 2012

Organizacién del investigador: Universidad San Francisco de Quito

Nombre del investigador principal y Co-investigadores: Maria Elizabeth Aguirre Ferndndez

Numero telefénico y correo electrénico del investigador principal: 095836007,

maria.aguirre.fernadez@estud.usfq.edu.ec/elizabeth.aguirre7@gmail.com

1. Introduccién

Usted ha sido invitado a participar en un estudio de investigacion sobre productos quimicos

utilizados para la desinfeccion de cepillos dentales.

Para participar debe usted tomarse el tiempo necesario para decidir si lo hara o no, conjuntamente
con su familia y amigos. Este formulario incluye un resumen de la informacidn que los investigadores
analizaran con usted. Si usted decide participar en el estudio, recibird una copia de este formulario. Le
invitamos a compartir sus inquietudes sobre el estudio y a hacer todas las preguntas necesarias para que

cualquier duda quede clara.

2. {Por qué se estd realizando este estudio de investigacion?

Los cepillos de dientes son importantes para mantener la higiene de la boca y dientes. Su utilizacién
correcta permite el manejo de la placa dental y evita su acumulacién. Sin embargo, investigaciones han
demostrado que los cepillos de dientes pueden transmitir enfermedades, ya que su uso regular lo hace

contaminarse.

Version 1, de Octubre 26, 2012
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Cédigo: 2012-53T

Comité de Bioética, Universidad San Francisco de Quito
El Comité de Revisién Institucional de la USFQ
The Institutional Review Board of the USFQ
Los cepillos de dientes acumulan micro-organismos de la boca, pero también pueden reintroducir

gérmenes que producen enfermedades al ser almacenados. Por esto, se recomienda la desinfeccién de

los mismos.

El objetivo de este estudio es evaluar la contaminacién de los cepillos de dientes con microbios, y la

eficacia de los productos para su desinfeccion.
3. ¢Hay algun beneficio por participar en el estudio?

Al conocer la existencia y cantidad de gérmenes en los cepillos de dientes, se podra seleccionar los
productos més adecuados y efectivos para evitar que éstos se contaminen. Esto prevendra infecciones

en la boca y de todo el organismo.

Ademds, al finalizar este estudio se podrd realizar recomendaciones sobre coémo mantener en buenas

condiciones los cepillos de dientes.

Una ventaja importante para la sociedad es que este estudio es beneficioso en pacientes con

enfermedades del corazén y de la sangre.

4. ¢{Cudntas personas participaran en el estudio?

Participaran 15 personas de manera voluntaria que han sido elegidos luego de realizarse un examen
clinico bésico, donde se diagnosticara la posible presencia o no de enfermedad periodontal (de las

encias).

5. ¢En qué consiste el estudio?

Los participantes con las caracteristicas antes mencionadas, probaran tres aerosoles (o sprays) en los
cepillos de dientes. Utilizardn un spray cada semana por 7 dias, todos los participantes utilizaran el

mismo spray, hasta completar la prueba de los tres sprays en 3 semanas.
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Cddigo: 2012-53T
Comité de Bioética, Universidad San Francisco de Quito

El Comité de Revisién Institucional de la USFQ
The Institutional Review Board of the USFQ

Al comienzo de cada semana todos los participantes recibiran un cepillo de dientes nuevo, de cerdas de
nylon suave, un tubo de pasta de dientes y un spray con uno de los desinfectantes. Cada semana se

cambiaran los cepillos y los sprays, hasta haber probado los tres desinfectantes.

Después de utilizar los cepillos de dientes, se los enjuagara con agua corriente del grifo, y se utilizara el
spray seis veces sobre el cepillo, eliminando el exceso agitando el cepillo y dejandolo parado (en un vaso

que no toque el cepillo) hasta su siguiente uso.

Al final de una semana los cepillos seran recogidos y llevados al laboratorio de microbiologia para su

analisis.
6. éCuanto tiempo durara mi participacion en el estudio?
El estudio durara 3 semanas, 1 semana para la prueba de cada desinfectante.

7. éCudles son los riesgos de participar en este estudio?

El riesgo para usted al participar en este estudio es sentir una ligera incomodidad durante los minutos
que dure la revisién de su boca. También pudiera sentirse incomodo al tener que recordar desinfectar
los cepillos de dientes entregados, por tres semanas consecutivas y siguiendo las indicaciones que se le

dardn.
8. ¢Lainformacién o muestras que doy son confidenciales?

Los resultados solo seran utilizados para este estudio. La informacién o muestra tendrd un cédigo para
proteger su privacidad. Su nombre no serd mencionado en las publicaciones o reportes de la

investigacion.

El Comité de Bioética podra tener acceso a los expedientes en caso de necesidad por problemas de

seguridad o ética en el estudio.
9. ¢Qué otras opciones tengo?
Usted puede decidir NO participar

10. ¢Cudles son los costos del estudio de investigacion?
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Comité de Bioética, Universidad San Francisco de Quito
El Comité de Revisién Institucional de la USFQ
The Institutional Review Board of the USFQ

Este estudio estard completamente autofinanciado por el autor de la investigacién, por lo tanto usted
no tendra que correr con ningtin gasto

11. ¢{Me pagardn por participar en el estudio?

Usted no recibira ningin pago por participar en este estudio, pero al final de este usted obtendra

recomendaciones de como mantener limpio y desinfectado su cepillo dental.
12. ¢Cudles son mis derechos como participante de este estudio?

Su participacion en este estudio es voluntaria, es decir, usted puede decidir NO participar. Si usted
decide participar, puede retirarse del estudio en cualquier momento. Para hacerlo debe ponerse en
contacto con los investigadores mencionados en este formulario de consentimiento informado. No

habrd sanciones ni pérdida de beneficios si usted decide no participar, o decide retirarse del estudio

antes de su conclusién.

13. ¢A quién debo llamar si tengo preguntas o problemas?

Si usted tiene alguna pregunta acerca del estudio, llame o envie un mensaje de correo electrénico a:
Maria Elizabeth Aguirre F.

Telf: 095836007

E-mail: maria.aguirre.fernandez@estud.edu.ec/elizabeth.aguirre7 @gmail.com

Si usted tiene preguntas sobre este formulario también puede contactar a Dr. William F. Waters,
Presidente del Comité de Bioética de la USFQ, al teléfono 02-297-1775 o por correo electrénico a:

comitebioetica@usfq.edu.ec
14. El consentimiento informado:

Comprendo mi participacion y los riesgos y beneficios de participar en este estudio de investigacién. He
tenido el tiempo suficiente para revisarlo y el lenguaje del consentimiento fue claro y comprensible.

Todas mis preguntas como participante fueron contestadas. Me han entregado una copia de este
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Cddigo: 2012-53T

Comité de Bioética, Universidad San Francisco de Quito
El Comité de Revision Institucional de la USFQ
The Institutional Review Board of the USFQ

formulario de consentimiento informado. Acepto voluntariamente participar en este estudio de

investigacion.

Firma del participante o representante legal Fecha

Nombre del investigador que obtiene el consentimiento

Firma del investigador Fecha

Firma del testigo (si aplica) Fecha

Version 1, de Octubre 26,2012
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10.4Anexo 4: Indicaciones para el uso correcto del cepillo dental

INDICACIONES

1. Todos los sujetos deberan usar la técnica de cepillado de Bass modificada.

Ademas tendran que realizarlo 3 veces al dia, durante una semana

2. Después de la utilizacion, el cepillo de dientes se enjuagaran con agua
corriente del grifo para retirar cualquier residuo gggﬁ &

3. Luego deben rociar la solucién entregada sobre el cepillo seis veces, ‘/{/ e
eliminado el exceso agitando el cepillo y se los dejara parados hasta su siguiente uso.
Cualquier exceso de solucién que pudiese haber quedado en el cepillo debera ser enjuagado
con agua antes del uso.

4. Los cepillos serdn recolectados al cabo de una semana en la Clinica Odontoldgica de la USFQ.

TECNICA DE BASS: consiste en colocar el cepillo en dngulo de 45 grados contra la unién del diente
con la encia, luego se realiza un movimiento horizontal para remover la placa bacteriana y para las
caras internas se cepilla verticalmente. La superficie de masticacion de los molares y premolares se

cepilla por medio de movimientos de frotamiento hacia adelante y atrés.

Documento realizado por
Elizabeth Aguirre F.

Estudiante
Universidad San Francisco de Quito » ;
Telf. 0995836007 S T BN 5
2o
'y
N\
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10.5Anexo 5: Carta de autorizacion de la Vicedecana de la Escuela

de Odontologia

Aguirre 1

Cumbaya

25 de octubre 2012

Dra. Paulina Aliaga
Vice Decana Escuela de Odontologia

Universidad San Francisco de Quito

De mis consideraciones:

Por medio de la presente solicito autorizacién para la realizacién, bajo las instalaciones de la Clinica
Odontoldgica, de mi tesis, que se tratara de un “Estudio comparativo de agentes quimicos utilizados
para la desinfeccién de cepillos dentales”. En el estudio participaran 15 sujetos voluntarios de la
Facultad de Odontologia de la Universidad San Francisco de Quito y tendrd una duracién de 3

semanas.

De antemano agradezco su atencion.

Atentamente,

Maria th Aguirre Fernandez

22579
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10.6 Anexo 7: Certificado Laboratorio Universidad Central del

Ecuador

CELTIFICADO

El suscrito Licenciado en Laboratorio Clinico e Histotecnolégico
del Hospital del Dia de la Universidad Central del Ecuador.-
Certifica que la sefiorita Maria Elizabeth Aguirre Fernandez, realizé en
conjunto con este profesional, las pruebas diagndsticas
bacteriolégicas para el estudio sefialado en su tesis. Corroboro y
garantizo los resultados obtenidos en dicho estudio realizado con las
normas de calidad establecidas por protocolos internacionales.

La mencionada sefiorita puede hacer uso de este documento como
crea conveniente a sus intereses.

Quito, 08 de enero de 2013

Lic. T.M. Roberto Rodriguez Quirola
HOSPITAL DEL DIA
UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR



