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RESUMEN
Objetivo: El propósito de este estudio fue evaluar la eficacia antibacteriana de tres soluciones (Colgate Plax®,Dento aliento Fresco®, Perioagar®) como protocolo para la limpieza y desinfección de los cepillos dentales.
Materiales y Métodos: El estudio fue de tipo crossover donde participaron 26 personas escogidas aleatoriamente, los cuales utilizaron  una solución antimicrobiana en cepillos dentales por un periodo de siete días, en un total de 4 semanas en el siguiente orden: semana 1 agua esteril, semana 2 Colgate Plax®, semana 3 Dento aliento Fresco® y semana 4 Perioagar®;Cada voluntario recibió un spray con el antimicrobiano, un cepillo dental,una pasta dental, y una infografía sobre el uso del spray. Cada siete días las muestras eran recolectadas y llevadas al laboratorio en donde eran sembradas enBHI  Agar y luego  incubadas a 37°C por 24 horas. Por último, se realizó el conteo de las Unidades Formadoras de Colonias por placa.
Resultados:Para el caso de Colgate Plax® y Periogard® la carga bacteriana disminuye en  61.5% y 57.7% de los casos respectivamente. Mientras que para Dento Aliento Fresco® la carga disminuye en 23.1% de los casos. El promedio de colonias por placa fue de 217.44 UFC (16/26 casos),  5.2 UFC (15/26 casos) y 151.7 UFC (6/26 casos)  para los colutorios Colgate Plax®, Perioagar® y Dento Aliento Fresco® respectivamente
Conclusiones: La clorhexidina al 0.12%  (Perioagar®) obtuvo la mayor disminución de colonias por placa a comparación de los otros dos soluciones probados.
 
Palabras claves: eficacia antimicrobiana, limpieza, desinfección, cepillos dentales. 






 
ABSTRACT
Objective: The purpose of this study was to evaluate the antibacterial efficacy of three solutions (Colgate Plax ®, Dento Aliento Fresco® y Perioagar®) as protocol for cleaning and disinfection of toothbrushes.
Materials and Methods: The study was a crossover where 26 people were randomly selected. Every participant used an antimicrobial solution on the toothbrushes for a period of seven days, in a total of 4 weeks in the following order: week 1 sterile water, week 2 Colgate Plax ®,week 3 Dento Aliento Fresco® and week 4 Perioagar®; Each volunteer received a spray with the antimicrobial solution, a toothbrush, a toothpaste, and a infographic paper with instruction on how touse the spray. Every seven days the samples were collected and taken to the laboratory for microbiologic procedures. After that, coloniesunits forming werecounted.
Results: In the case of Colgate Plax® and Periogard® bacterial load decreases in  61.5% and 57.7% of cases respectively. While for Dento Aliento Fresco®bacteria decreases in 23.1% of the cases. The average colonies per plate was 217.44 UFC (16/26 cases), 5.2 UFC (15/26 cases) and 151.7 UFC (6/26 cases) to Colgate Plax® mouthwashes, Perio-Aid® and Dento Breath Fresco® respectively
Conclusions: Chlorhexidine  0.12% (Perioagar®) had the lowest average of colonies per plate compared to the other two tested solutions.
              
Keywords: antimicrobial action, disinfection, tooth brush, cleaning.       


Capítulo 1. INTRODUCCIÓN 
En la actualidad, la población en general desconoce la importancia de poner en práctica las técnicas más adecuadas para lograr una buena higiene del cepillo dental a fin de no solo mantener la cavidad oral  limpia y saludable, sino además de prevenir la propagación de enfermedades.(1)
El efecto de limpieza del cepillo dental se produce cuando sus cerdas frotan los dientes y encías para remover la biopelícula o placa dental, la cual contiene diversos microorganismos que se adhieren a las paredes dentales, con el propósito de prevenir la aparición de la caries  dental y otras enfermedades. (2)
La contaminación del cepillo dental ocurre desde el primer uso y aumenta  conforme se va  utilizando. (3) En este caso, la impregnación de bacterias se presenta en las cerdas  del cepillo, ya que estas absorben gran cantidad de microorganismos patógenos como virus y hongos que logran permanecer latentes por un periodo de 24 horas o hasta 7 días. (4,5)  Por ello, es importante conocer que los cepillos pueden servir como reservorios de bacterias patógenas pues tienen una alta probabilidad de transmisión de microorganismos y por ende el desarrollo de enfermedades. (5-7)
En el campo odontológico,  se han propuesto mecanismos de protección que permiten realizar una desinfección adecuada o evitar en lo posible que el cepillo  dental   se contamine. Estos métodos pueden ser clasificados en  físicos y químicos. Los métodos físicos se utilizan a modo de barrera contra los microorganismos del ambiente como los estuches, protectores de cepillo dental, etc.; por otro lado, los agentes de limpieza antimicrobianos están considerados como métodos químicos capaces de tener propiedades bactericidas o bacteriostáticas que colaboran para la desinfección de este (3,7)
Aun cuando se han realizado ciertos estudios que pretenden hallar el método más apropiado para realizar la limpieza de los cepillos dentales, no se ha llegado a ninguna conclusión consistente, pues existen distintas alternativas con diferentes niveles de eficacia. Por ello, el propósito de este estudio fue evaluar la eficacia antimicrobiana de tres   soluciones (Colgate Plax®, Dento aliento Fresco®, Perioagar®) como protocolo para la limpieza  y desinfección de los cepillos dentales.

 
Capítulo 2. OBJETIVO 
2.1 Objetivo General 
Evaluar la eficacia antimicrobiana de tres soluciones para el mantenimiento y desinfección de los cepillos dentales como protocolo de limpieza.



 
Capítulo 3. MATERIAL Y MÉTODOS
Este trabajo fue aprobado por el comité de ética de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas número CEI 23212. Los voluntarios firmaron un consentimiento informado para su participación en el proyecto. El estudio fue de tipo crossover en donde cada participante fue asignado aleatoriamente a una secuencia de 4 tratamientos, en donde 26 personas mayores de 18 años utilizaron como muestra 104 cepillos, los cuales fueron distribuidos uno cada siete días durante cuatro semanas; es decir cada persona utilizó 4 cepillos a lo largo de todo el periodo del estudio. 
 Se utilizaron 104 cepillos, los cuales fueron distribuidos uno cada siete días durante cuatro semanas; es decir cada persona utilizó 4 cepillos a lo largo de todo el periodo del estudio. El tamaño muestral fue de 26 personas mayores de 18 años que utilizaban cepillos dentales. Este valor fue obtenido mediante el software estadístico Stata® versión 12, para lo cual se  utilizó la fórmula de comparación de proporciones con un nivel de confianza del  95% y un poder de prueba del 80%; así mismo, se utilizaron los porcentajes de 100% y 17.8%  de dos de colutorios similares. Todos los  valores  fueron obtenidos de una investigación previa.(6)   Finalmente se obtuvo un n de  26 por grupo.
 
.Los criterios de exclusión fueron: personas que estuvieron utilizando colutorios como antibióticos o antisépticos en los últimos 30 días, personas que estuvieran utilizando prótesis Parcial Removible, y una infografía como recordatorio del uso del antimicrobiano después del cepillado. Las pastas dentales fueron de la misma marca  y peso para que el estudio no sufra ninguna variación. Además, se les  realizó a los participantes una charla de capacitación al inicio del proyecto sobre el uso del antimicrobiano y una segunda charla después de dos semanas de iniciado el proyecto para la disipación de dudas.
En casa cada personas que presentaran enfermedad periodontal o estuvieran bajo tratamientos dentales, mujeres en estado de gestación, personas que estuvieran con  enfermedades sistémicas como diabetes o que estén inmunocomprometidos. 
 
Para el experimento se utilizaron tres colutorios y agua esterilizada (control) en el siguiente orden: 
Grupo 1: el cepillo dental roseado con agua destilada. (control)
Grupo 2: el cepillo dental desinfectado con Cetilpiridinio 0.7% (Colgate Plax®)
Grupo 3: el cepillo dental desinfectado con Cloruro de Cetilpiridino 0.5% (Dento Aliento Fresco ®)
Grupo 4: el cepillo dental desinfectado con Chlorhexidina 0.12%  (Perioagar®)
 
Los cepillos se mantuvieron en su empaque original  hasta su uso. Las soluciones antimicrobianas fueron depositadas en envases previamente esterilizados y codificados  para su correcta identificación y clasificación. Las bolsas para la recolección de muestras también fueron previamente esterilizadas. (Figura Nº 1) Los materiales que se entregaron a cada participante fueron: un spray con el antimicrobiano de selección, una pasta dental, dos bolsitas estériles. (Figura  Nº2)  El voluntario debió realizar lo siguiente a la hora de cepillarse: al finalizar el cepillado enjuagar la escobilla dental con agua y remover el exceso sacudiéndolo 3 veces. Después, debió sujetar de manera vertical el cepillo y roseado con el spray 6 veces (seis toques) sobre las cerdas del cabezal del cepillo manteniendo una distancia de 5cm. Se utilizó 0.6mL de solución por cepillo aproximadamente, donde se debió cubrir todas las áreas de la cabeza del cepillo como (1) lado derecho, (2) izquierdo, (3) en la parte superior, (4) inferior, (5) por el frente y (6) detrás. El exceso de solución fue removido golpeando ligeramente el cepillo contra el lavadero. Por último, el cepillo debió ser  almacenado en el mismo lugar de siempre. 
La recolección de muestras se realizó después del último cepillado. (Figura Nº 3) Se pasó a recolectar el cepillo y fue transportado en un contenedor  ambientado a 4o C al laboratorio de Microbiología. Todo el procesamiento se realizó siguiendo los protocolos de bioseguridad. En el laboratorio se realizó lo siguiente:
Se rotuló y etiqueto todos los materiales que se utilizaron durante el procedimiento. Dentro de la cabina de bioseguridad tipo II, se procedió a cortar 5ml por debajo de la cabeza del cepillo (la cual  contiene la muestra biológica) con ayuda de una tijera industrial estéril. 
La muestra fue sumergida en un tubo de centrifugado de 50ml (Falcon)  en donde se colocó 2ml de  solución de Phosphate Buffered Saline estéril (PBS 1X1000). Se introdujo la cabeza del cepillo (ya cortado) dentro del tubo con  la solución (PBS)  y se procedió a  cerrarlo. (Figura Nº 4)
 
Las muestras fueron agitadas con ayuda de un vortex durante 3 minutos para desprender las bacterias que contiene el cepillo. De la mezcla se retiró 1.5ml hacia un tubo ependof, donde luego fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante 90 segundos. Se eliminó 1200ul de sobrenadante, se volvió a llevar a vortex por 30 segundos para homogenizar la mezcla y el precipitado fue resuspendido en 1.5 ml de PBS 1X1000 estéril. .  Luego, se procedió a cultivar las bacterias, para lo cual se adicionó 150µl de la muestra sobre una placa de agar Brain Heart Infusion (BHI), la muestra fue extendida con ayuda de una asa de siembra. Posteriormente, las placas que contenían las muestras fueron incubadas a 37°C durante 24 horas en condiciones de aerobiosis. .Después de las 24 horas, se procedió a realizar el conteo de Unidades Formadoras de Colonias y la toma de imágenes. Para el análisis se realizó una gráfica en barras con el resultado de la eficacia antimicrobiana de las tres soluciones antiséptica.  Además se realizó un gráfico circular  para analizar los grupos de estudios.  (Antimicrobianos 1, 2 y 3)
Los resultados fueron  analizados mediante los programas Microsoft Excel 2010. Se utilizó frecuencias absolutas y relativas para la eficacia antibacteriana de las diferentes soluciones.              


 
Capítulo 4. RESULTADOS
El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la eficacia antimicrobiana de tres soluciones  para el mantenimiento y  desinfección de los cepillos dentales como protocolo de limpieza. Las muestras  fueron obtenidas de 26 voluntarios con una buena salud bucal, los cuales utilizaron cuatro tipo de soluciones Colgate Plax®, Dento Aliento Fresco®, Periogard® y agua estéril como control,  estas las soluciones fueron impartidas en diferentes tiempos, es decir 1 semana para cada solución. 
En la Figura Nº 5 los resultados muestran que para el caso de Colgate Plax® y Periogard® la carga bacteriana disminuye en  61.5% y 57.7%  de los casos respectivamente en referencia al control. Mientras que para Dento Aliento Fresco® la carga disminuye en 23.1% de los casos. Sin embargo 38.5%. 76.9% y 42.3% de los casos tratados con Colgate Plax®, Periogard® y Dento Aliento Fresco®   presentan carga bacteriana (≥ 3000) similar al tratamiento con la solución control. (Figura Nº5)
En la Figura Nº 6, en el grupo control  (agua  estéril) observamos que el 100% de los casos (26/26 casos) presentaron una carga bacteriana ≥ 3000UFC. Para el caso de Colgate Plax®, se observa que solo 10 casos obtuvieron una carga bacteriana ≥3000,  mientras que 16 casos obtuvieron un promedio de  217.44 UFC. En cambio, en Dento Aliento Fresco®  20 casos obtuvieron carga bacteriana ≥ 3000 y 6 casos  obtuvo un promedio de 151.7 UFC. Para el caso del colutorio PerioGard®, 11 pacientes obtuvieron una carga bacteriana ≥ 3000 y 15  casos un promedio de 5.2 UFC. (Figura Nº6)
PerioGard® es el colutorio que, posiblemente,  tiene mayor capacidad antibacteriana, seguido de Colgate Plax® y finalmente Dento Aliento Fresco®,  ya que el    promedio obtenido por placa  de UFC fue menor.  Sin embargo Colgate Plax® permitió disminuir la carga bacteriana a un mayor número de pacientes (16/26 casos), seguido de  Periogard® (15/26 casos), mientras que Dento Aliento Fresco® (6/26 casos) tiene una actividad antibacteriana menor. 
En la Figura Nº 7, se muestra de manera representativa la eficacia antibacteriana de cada colutorio utilizado en la desinfección de los cepillos dentales.  En este caso se observa la muestra con Periogard® presenta un mínimo o casi nulo crecimiento de bacterias en comparación a las demás muestras. (Figura Nº7)
 
Los resultados muestran que Colgate Plax® y  Periogard® son los colutorios más eficaces en comparación con Dento Aliento Fresco®  y la disminución de la carga bacteriana depende de varios factores propios del paciente como el pH salival, higiene bucal, uso de prótesis de dentales, enfermedades periodontales, enfermedades sistémicas, uso  continuo de medicamentos, etc. o característicos de las cepas bacterianas de la flora bucal. 
              

 
Capítulo 5.  DISCUSIÓN 
La desinfección de estos se viene investigando por mucho años, ya que existe la necesidad de encontrar un método económico, fácil y eficiente en la desinfección y limpieza de los cepillos dentales en donde ayude a la población a prevenir la contaminación y translocación de bacterias. Por ello, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la eficacia antimicrobiana de tres soluciones para el mantenimiento y  desinfección de los cepillos dentales como protocolo de limpieza.
La contaminación de los cepillos dentales se da por la presencia de microorganismos  que pueden ser perjudiciales para la salud de las personas, muchos estudios reportan la contaminación de éstos durante el cepillado.(6,8,9) La desinfección de un nuevo cepillo dental es ser iniciada desde su primer uso para evitar la formación de la biopelícula en las superficies de sus cerdas donde viven y reproducen las bacterias.(10)Por ello, esta desinfección debe ser diaria para su mantenimiento hasta su cambio que es cada 3 a 4 meses de acuerdo con la Asociación Dental Americana (ADA). (11)  Diversos estudios sugieren diferentes  métodos de desinfección para reducir el número de bacterias presentes en el cepillo como radiación UV , radiación por microondas , agentes químicos como Listerine, Plax, chlorhexidina, entre otros(1-5,10,12-15). En este estudio se probaron 3 soluciones antimicrobianas comerciales de uso común para la desinfección de los cepillos dentales.  Por lo que, la hipótesis del estudio es aceptada, la clorhexidina al 0.12%  presentó una mayor  eficacia antimicrobiana a comparación del agua esterilizada, Cloruro de cetilpiridino 0.7% y el Cloruro de cetilpiridino 0.5%.
 Los  colutorios probados en este estudio tuvieron como componente activo al cloruro de cetilpiridinio al 0.5%(Dento Aliento Fresco®), 0.7% (Colgate Plax®)y el digluconato de Clorhexidina al 0.12%  (Periogard®) los cuales son usados de forma comercial en el Perú. Los resultados muestran que para el caso del Periogard® la carga bacteriana disminuye en un 57.7% de los casos y su promedio de colonias por placa es de 5.1 UFC. Esto demuestra que si existe una disminución significativaen el uso frecuente del colutorio para la desinfección de los cepillos ya que fue el promedio más bajo de los tres soluciones. En diferentes estudios se demuestra la eficacia de la clorhexidina como antimicrobiano.(12,15)   Estos resultados son acorde a los expuesto por Moshrefi(17)  quien afirma que la clorhexidina es el agente antimicrobiano “gold standard” al presentar propiedades bactericidas, bacteriostáticas y de sustantividad. En tanto otras soluciones antibacterianas poseen algunas de estas propiedades  y otras más, la clohrexidina, como pocas, contiene las tres y esto es  atribuido a su composición di-cationica.
En el experimento los colutorios que presentaban como ingrediente activo al  cetilpiridinio tuvieron diferentes resultados en la eficacia antimicrobiana según la marca. Colgate Plax® con  el 61.7% de sus casos logro una disminución del número de las muestras pero su promedio por colonia fue de 217. 44, el cual es el más alto de los tres enjuagatorios. Aunque este colutorio logró disminuirla carga bacteriana en algunos casos, su eficacia antimicrobiana no fue elevada. Mientras que para Dento Aliento Fresco® con solo 23.1% de sus casos que sí mostraron una disminución  es el menos eficaz. Todos estos resultados indican que la disminución de la carga bacteriana depende de varios factores, entre ellos el tipo de bacterias de la flora bucal, resistencia bacteriana, entre otros.
La actividad antimicrobiana de los antisépticos es letal para los microbios de las superficies corporales (bactericida) o bien su actividad inhibe el crecimiento de microbios (bacteriostático). (7, 19,20) Por ello, en este estudio  se comprobó que sí existe una disminución de la carga bacteriana durante el uso de los  colutorios. 
Por ello, se pretende sensibilizar sobre la presencia de bacterias en los cepillos dentales, por lo cual se debe tener en consideración la acción antimicrobiana de los colutorios para prevenir el crecimiento bacteriano, promoviendo su uso después de cada cepillado. No obstante, algunas limitaciones son que los resultados mostrados son variables debido a la posible presencia de ciertos elementos durante el proceso de la investigación como: los factores predisponentes en el ambiente, el tipo de antimicrobiano usado, el tipo de flora bucal, resistencia bacteriana, modo de uso de la solución, entre otros que hayan podido afectar el proceso de desinfección de los cepillos dentales. 
Esta investigación tuvo como objetivo principal encontrar la mejor solución para la disminución de la carga bacteriana para la desinfección de los cepillos; sin embargo, se recomienda investigar más sobre sus resultados teniendo en cuenta los posibles factores anteriormente mencionados.
 
Capítulo 6. CONCLUSIÓN
Se evaluó la eficacia de tres soluciones antimicrobianas para la desinfección de los cepillos dentales con tres diferentes colutorios y agua estéril como control, en donde, se determinó que la clorhexidina al 0.12% (Periogar®)  es la que presenta mayor eficacia en la disminución  y eliminación de bacterias en los cepillos dentales.
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ANEXOS

 
[image: ]FIGURA Nº 1 Esterilización de materiales para voluntarios.


 
 
   Cámara de bioseguridad, esterilización de materiales antes de la entrega a voluntarios
 
 
 
 
 
 
 
 


 
 
[image: ]FIGURA Nº 2 Materiales para los voluntarios. 

 
 
Kit entregado a voluntarios cada semana, el cual consta de un cepillo dental nuevo, una bolsa estéril recolectora, bolsa estéril zipploc y colutorio en spray.
 
 
.
 










 
FIGURA Nº 3 Recolección de las muestras.
 
[image: ]

 
 
Cepillo dental utilizado con colutorio despues de una semana de uso. Modo de entrga al investigador para ser llevado al laboratorio.














 
[image: ]FIGURA Nº 4 Procesamiento de las muestras dentro de la camara de Bioseguridad II.


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Muestras ya rotuladas. Comienzo de procesamiento de los cepillos dentales ya utilizados.













 
FIGURA Nº 5 Evaluación de la eficacia antimicrobiana de tres soluciones para el mantenimiento y desinfección de los cepillos dentales como protocolo de limpieza.


 
*n/a: No hubo muestra que presentara un promedio menor a 3000 UFC.
 
 
 
 
 
 
 






 
FIGURA Nº 6 Evaluación de la eficacia antimicrobiana de tres soluciones para el mantenimiento y desinfección de los cepillos dentales como protocolo de limpieza.
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FIGURA Nº 7 Evaluación de la eficacia antimicrobiana de tres soluciones para el mantenimiento y desinfección de los cepillos dentales como protocolo de limpieza.
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