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1- Resumen:

Mantener la higiene de la aparatologia ortopédica es sumamente relevante ya que no
solamente nos ayuda a mejorar la salud bucal del paciente, sino que también colabora en
la disminucidon de las infecciones estomatologicas relacionadas con el actimulo de
biofilm. La presencia de irregularidades en el acrilico de los distintos dispositivos
favorece el desarrollo de las primeras formas bacterianas (colonizacidén primaria),
necesarias para el advenimiento de nuevos microorganismos que transforman al biofilm
en un potencial peligro a la salud del paciente. Para lograr la disminucién o eliminacion
de microorganismos se utilizaron productos quimicos desinfectantes que juntamente con
una técnica manual de cepillado evitan la proliferacion de la biopelicula sobre la resina
acrilica. El propdsito del siguiente trabajo fue evaluar la eficacia del hipoclorito de sodio
y la clorhexidina sobre S. mitis y S. salivarius, y de esta manera disminuir o eliminar la
carga bacteriana en los aparatos de ortopedia. Para esto, se tomaron muestras antes y
después del contacto con el agente quimico, se procedi6 al cultivo y se analiz6 el
desarrollo de colonias macro y microscopicamente. Los resultados obtenidos indicaron
que el hipoclorito de sodio presenté una accidén microbicida superior en relacion a la
clorhexidina. El conocimiento del mejor desinfectante en cada caso particular; su accion;
concentracion; tiempo de exposicion; técnica; almacenamiento y el control de las
indicaciones del fabricante optimizan los resultados esperados.

Palabras clave: aparatos de ortopedia, microorganismos, desinfectantes.

Abstract:

Maintaining the hygiene of orthopedic appliances is extremely relevant since it not only
helps us improve the patient's oral health, but also helps to reduce stomatological
infections related to the accumulation of biofilm. The presence of irregularities in the
acrylic of the different devices favors the development of the first bacterial forms
(primary colonization), necessary for the advent of new microorganisms that transform
the biofilm into a potential danger to the patient's health. To achieve the reduction or
elimination of microorganisms, disinfectant chemicals are used that, together with a
manual brushing technique, prevent the proliferation of biofilm on the acrylic resin. The
purpose of the following work was to evaluate the effectiveness of sodium hypochlorite
and chlorhexidine on S. mitis and S. salivarius, and in this way reduce or eliminate the
bacterial load in orthopedic appliances. For this, samples were taken before and after

contact with the chemical agent, culture was carried out and the development of colonies



was analyzed macro- and microscopically. The results obtained indicated that sodium
hypochlorite presented a superior microbicidal action in relation to chlorhexidine.
Knowledge of the best disinfectant in each particular case; his action; concentration;
exhibithion time; technique; Storage and control of the manufacturer's instructions
optimize the expected results.

Keywords: orthopedic devices, microorganisms, disinfectants.
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1- Introduccion:

La ortodoncia es la rama de la odontologia que estudia las malformaciones y
defectos de las piezas dentarias, maxilares y su tratamiento. La palabra ortodoncia
proviene del griego orto- (0pBo-, recto) -doncia (60®v, diente). El objetivo de la
terapia ortodoncica es mejorar la salud bucal, la funcionalidad y la estética, lo que

conlleva una mejora en la calidad de vida

El control de la placa es una de las claves para la prevencion de las complicaciones
periodontales y para el éxito del tratamiento ortodoncico. La colocacion de aparatos
de ortodoncia, tanto fijos como removibles, conlleva modificaciones desfavorables
en la composicion de la placa bacteriana, lo que aumenta considerablemente los

riesgos periodontales y de caries.

Para evitar los posibles problemas que puedan aparecer es decisivo motivar y
concienciar a los pacientes sobre la importancia de una buena higiene oral, ya que
sin ello la placa se acumula alrededor de los aparatos y podria causar gingivitis y
descalcificacion del esmalte. En este sentido, el ortodoncista tiene una doble
obligacion: informar al paciente sobre los métodos para el control del biofilm oral y

controlar la eficiencia de la higiene oral durante la consulta.

Los tratamientos ortodoncicos no provocan ninguna clase de patologia periodontal,

pero si pueden desencadenarse en pacientes con mala higiene bucal.

Quintero® describe los efectos adversos en los pacientes con tratamiento

ortodontico debido a la mala higiene bucal durante la terapéutica.

Los aparatos ortodonticos estan dentro de los factores que proporcionan el acimulo
de placa bacteriana, la cual favorece la aparicion de inflamacién gingival, conocida
como gingivitis, que, en dependencia de su severidad, puede evolucionar y derivar
en problemas mas graves como periodontitis, dafio de las estructuras de los tejidos

de soporte de los dientes.

La estomatitis sub protésica se considera una de las patologias mas frecuentes (56%)
que afecta a los tejidos bucales de los pacientes portadores de aparatos dentales
removibles encontrandose con mas frecuencia en el maxilar superior. La frecuencia

de pacientes con esta patologia podria estar relacionada con la presencia de factores
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como son la higiene deficiente del aparato, asi como el mayor tiempo de uso del

mismo @

Los aparatos removibles pueden ser importantes medios de transmision de
infecciones, en relacion al manejo inadecuado de los mismos. Uno de los factores
mas importantes de contaminacion es el lugar en el que se mantiene el aparato de
ortopedia como puede ser la cocina, el bafio, el piso, o la manipulacidon con las manos

sucias sin una proteccion adecuada del aparato como un estuche.

La contaminacion del aparato se produce principalmente en nifios, quienes retiran el
aparato de ortopedia de su boca, comen y se lo vuelven a colocar con las manos
sucias y sin un previo cepillado de dientes ni del aparato. Debido a ello el dispositivo
removible es colonizado por microorganismos, los cuales se transmiten al paciente

portador.

Generalmente los pacientes que no tienen una buena higiene de sus aparatos suelen
presentar halitosis, e inflamacion de las encias por lo que pueden tener dolor, edema
y eritema. El uso de métodos mecanicos y quimicos como el uso de desinfectantes
y de un cepillo de cerdas suaves favorece la eliminacion de placa y manchas en los

aparatos ).

Técnica mecanica: la misma consiste en retirar la ortopedia de la boca, humedecerla
con agua tibia y frotar con cepillo de nylon por todas sus caras: la parte interna (que
esta en contacto con el paladar/encias) como la externa, dientes, resortes, retenedores
y arcos. El aparato de ortopedia debe ser secado con papel tipo “tissue” (nunca debe
dejarse en remojo) y posteriormente se colocard nuevamente en la boca o se guardara

en un estuche adecuado.

Técnica con agentes quimicos desinfectantes: €sta se basa en la utilizacidon productos
que inhiban o eliminen diferentes microorganismos (propios de la cavidad bucal
como externos relacionados al contacto con distintas superficies). Entre los mas
comunes se detallan: hipoclorito de sodio, clorhexidina, 4cido acético, solucion de
peroxidos enzimaticos neutros, monopersulfato de potasio y productos con
bicarbonato de sodio entre otros. Sin embargo, muchos de estos presentan un alto

costo o tiempo de contacto prolongado.

Microorganismos: los aparatos de ortopedia (A.O) sufren cambios con el tiempo,



siendo reservorios de microorganismos potencialmente patogenos. Bacterias
relacionadas con la colonizacion primaria, secundaria y hongos son algunos de los

que presentan mayor frecuencia de aparicion.

El Streptococcus mitis y el S. salivarius son los primeros colonizadores sobre los
cuales se depositan otras formas bacterianas (sin estos no pueden producirse los

mecanismos de agregacion y coagregacion).

La eliminacion de estos microorganismos con las técnicas antes mencionadas evita

posibles enfermedades y prolongan la vida 1til de la aparatologia.



2- OBJETIVOS:
2.1- Objetivo General
- Evaluar la efectividad del Hipoclorito de sodio al 2 % y la clorhexidina al 0.12 % sobre

S. mitis y S. salivarius presentes en dispositivos de ortopedia.

2.2- Objetivos especificos
- Identificar qué tipo de microorganismo (S. mitis y S. salivarius) puede contaminar mas
las placas de ortodoncia.
- Analizar la accion microbicida del hipoclorito de sodio en dispositivos de ortodoncia
removible.
- Determinar el comportamiento de la clorhexidina sobre la superficie acrilica.
- Comparar ventajas y desventajas de ambos agentes quimicos.

- Transferir los resultados al campo disciplinar practico de la ortodoncia.

2.3- Hipotesis relevante:
El hipoclorito de sodio presenta una accion microbicida proporcionalmente superior a la

clorhexidina sobre S. mitis y S. salivarius presentes en dispositivos de ortopedia.



3- Marco tedrico:
Uno de los aspectos cruciales en el tratamiento ortoddncico es el control de la placa
bacteriana. Tanto los aparatos fijos como los removibles pueden alterar la composicion
de la placa, aumentando asi los riesgos de enfermedades periodontales y caries. Por lo
tanto, es esencial concientizar a los pacientes sobre la importancia de una buena higiene
oral para evitar complicaciones.
La acumulacion de placa bacteriana alrededor de los aparatos removibles puede dar lugar
a gingivitis e incluso descalcificacion del esmalte dental. Ademds, la estomatitis
subprotésica, una afeccion comin en pacientes con aparatologia acrilica suele afectar los
tejidos bucales, especialmente en el maxilar superior.
La higiene inadecuada de los aparatos removibles puede convertirlos en vectores de
infeccion. Por ejemplo, si se manipulan con las manos sucias o se almacenan en lugares
poco higiénicos como la cocina o el bafio, los microorganismos pueden colonizar el
dispositivo y transmitirse al paciente.
Para prevenir estos problemas, se recomienda el uso de métodos mecanicos y quimicos,
como desinfectantes y cepillos de cerdas suaves, para eliminar la placa y las manchas de
los aparatos. Asimismo, una buena higiene oral por parte del paciente es esencial para

mantener la salud bucal durante el tratamiento ortoddncico.

3.1- Definicion y formacion del biofilm:

La biopelicula se considera, un conjunto de biomasa con microcirculacion, que permite

a las diferentes comunidades bioticas complementarse nutricionalmente.

Es una unidad sellada, englobada en polisacaridos extracelulares, que le confiere

resistencia ante las defensas del huésped y los antibioticos ©
Formacion de la biopelicula: se puede dividir en tres fases:
- Formacion de la pelicula dental (pelicula adquirida):

La formacion de la pelicula adquirida es la etapa inicial del desarrollo de la biopelicula.
Todas las zonas de la boca, entre ellas las superficies de los tejidos blandos, los dientes
y las de restauraciones fijas y removibles, estdn cubiertas por una pelicula de

glucoproteinas.

Esta esta constituida por componentes salivales y del liquido gingival, asi como de

5



desechos, productos bacterianos y de células de los tejidos del huésped. Los mecanismos
que intervienen en la formaciéon de la pelicula del esmalte incluyen fuerzas

electrostaticas, de Van Der Waals e hidrofobas.
- Colonizacion inicial o colonizacion primaria:

Tras unas horas, aparecen las bacterias en la pelicula dental. Los primeros colonizadores
de la superficie dentaria cubierta con la pelicula son los microrganismos Gram positivos

facultativos, como Actinomyces viscosus 'y Streptococcus mitis 'y salivarius entre otros.

Estos colonizadores iniciales se adhieren a la pelicula mediante moléculas especificas,
denominadas adhesinas, presentes en la superficie bacteriana, que interactian con
receptores en la pelicula dental. A continuacidon, la biomasa madura mediante la
proliferacion de especies adheridas, y se produce, ademés la colonizacion y el

crecimiento de otras.

En esta sucesion ecoldgica de la biopelicula, hay transicion de un ambiente aerobio
inicial, caracterizado por especies Gram positivas facultativas, a otro notablemente
escaso de oxigeno, debido al consumo de este gas por parte de las bacterias pioneras que

favorecen el predominio de gérmenes anaerobios gramnegativos.
- Colonizacién secundaria y maduracion

Las bacterias comienzan a aumentar en numero y se da inicio a un proceso de sucesion
ecologica autogénica. Los microorganismos residentes modifican el ambiente, de tal
forma, que ellos mismos pueden ser sustituidos por otros mas adaptados al habitat
modificado. Los colonizadores secundarios son los microrganismos que no colonizaron
en un principio superficies dentales limpias, entre ellos Prevotella intermedia, Prevotella
loescheii, especies de Capnocytophaga, Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas
gingivalis. Dichos patdgenos se adhieren a las células de bacterias ya presentes en la masa
de la biopelicula. Entre todas las bacterias que forman la biopelicula, existen tres que
tienen una relevancia especial en el inicio y la progresion de la enfermedad periodontal:
Aggregatibacteractinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (Pg) y

Tannerella forsythensis (Tf) ©

En menor cantidad se encuentran otras macromoléculas, como proteinas, 4cidos
nucleicos y diversos productos procedentes de la lisis bacteriana. El conjunto de

polisacaridos, acidos nucleicos y proteinas se conocen con el nombre de sustancias
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poliméricas extracelulares.

En la matriz también pueden hallarse: cristales de sales minerales, particulas de

corrosion, de sedimento o ambas, 0 componentes sanguineos.

Los exopolisacaridos pueden estar asociados con iones metalicos y cationes bivalentes.
Pueden tener carga neutra o polianidnica, seguin el tipo de exopolisacarido, lo que les
permitiré interactuar con distintos antimicrobianos, de forma tal que estos pueden quedar
atrapados en la matriz sin capacidad para actuar sobre las bacterias. La arquitectura de la
matriz no es sé6lida. Los microrganismos viven en torreones celulares, que se extienden
en forma tridimensional desde la superficie a la cual estan adheridas. Estos torreones
estan compuestos por microcolonias de diferentes células bacterianas, tanto aerobicas
como anaerdbicas, englobadas por exopolisacaridos y separadas unas de otras por

espacios intersticiales huecos, llamados canales de agua 7"

Estos permiten el flujo de liquido y act@ian como un sistema circulatorio primitivo para
el transporte y difusion de nutrientes y oxigeno a las bacterias ubicadas en su interior,

incluso a aquellas situadas en las zonas mas profundas de la biopelicula.
Asimismo, constituyen un mecanismo para la remocién de desechos metabdlicos.

3.2- Streptococcus viridans:

Los estreptococos del grupo viridans son habitantes normales de la mucosa oral,
respiratoria y gastrointestinal de los mamiferos y del tracto genital en la mujer, donde
juegan un papel importante en la prevencion de la colonizacion de patogenos potenciales.
Las infecciones clinicas por este grupo ocurren, mayoritariamente, tras una lesioén en las
zonas de su habitat normal. Es conocido que diversos microorganismos de este grupo,
como Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis y Streptococcus mutans, tienen la
capacidad de producir dextranos extracelulares que actian como mediadores en los
mecanismos de fijacion, favoreciendo el establecimiento de nichos en diferentes
superficies como son, por ejemplo, las piezas dentarias y las valvulas cardiacas. A pesar
de considerarse patogenos de poca virulencia, son agentes etiologicos de diversos
procesos patoldgicos de gran importancia. Los estreptococos del grupo viridans, y
especialmente S. mutans, son los agentes mas importantes implicados en la caries dental
que, sin ser una entidad que comprometa la vida, constituye una de las patologias actuales
mas frecuentes y costosas, con una duracion de por vida. Por otro lado, el torrente

sanguineo puede ser invadido transitoriamente por los estos microorganismos tras un
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traumatismo u otros procesos. En la actualidad los estreptococos del grupo viridans son
responsables del 6-8% de los episodios de bacteriemias significativas en nuestro pais.
Cuando estos microorganismos acceden al torrente sanguineo, las personas con valvulas
cardiacas alteradas o pacientes con cancer y neutropenia presentan un riesgo elevado de

infeccion grave que puede comprometer la vida.

3.2.a- Clasificacion:

Los estreptococos de este grupo, también denominados estreptococos orales, poseen las
caracteristicas comunes del género Streptococcus. Por lo tanto, se trata de cocos
grampositivos, anaerobios facultativos, asociados en parejas o cadenas, que no producen
catalasa y fermentan la glucosa con produccion de éacido lactico. El término viridans
deriva del latin viridis, que significa verde, ya que producen, en su mayoria, unas colonias
pequetias en agar sangre rodeadas de un halo estrecho de hemolisis verde debido a una
destruccion incompleta de los eritrocitos (hemdlisis a).

Este grupo heterogéneo de cocos grampositivos presenta, ain en la actualidad,
dificultades para lograr una identificacion de especie. Es por esto que han sufrido al cabo
del tiempo distintas clasificaciones entre las que se mencionan: Colman y Williams
(1972) Facklam (1977) Coykendall (1989) Bruckner y Colonna (1997). Con el desarrollo
de la tecnologia molecular en la ultima década, se ha establecido una clasificacion mas
estable y aceptada por diversos investigadores basada en estudios mediante hibridacion
de DNA y andlisis de secuencias del rRNA 16S y del gen que codifica la superéxido
dismutasa, que han provocado cambios sustanciales en la taxonomia y nomenclatura del

género Streptococcus.

C. y Williams (1972)

Facklam (1977)

Coykendall (1989)

Bruckner y Colonna (1997)

S. salivarius

S. salivarius

S. salivarius

S. salivarius

S. mitior S. mitis S. mitis S. mitis

S. sanguis S. sanguis [y Il | S. sanguis S. sanguis
S. milleri S. intermedius S. anginosus S. milleri
S. mutans S. anginosus S. mutans S. mutans

S. mutans

S. morbillorum

S. acidominimus

S. uberis

Tabla 1. Clasificaciones de Streptococcus del grupo viridans mas aceptadas.




3.3- Caracteristicas generales del S. mitis y S. salivarius

Presentan forma esférica y se agrupan en parejas o en cadenas largas. Miden entre 0,6 y
1 a 2 um. Son bacterias Gram + esto significa que se tifien con el colorante primario de

Gram kopellof, el violeta de genciana.

Son no esporuladas por lo tanto carecen de elementos de resistencia y flagelos por eso
son inmdviles y pueden o no presentar capsula en su exterior. Frente la prueba de la

catalasa se define como catalasa negativos.

El requerimiento de oxigeno varia segun la situacion, pero se definen como anaerobios

facultativos.
3.3.a- Streptococcus mitis

Es una especie mesofila, alfa hemolitica que habita en la boca humana. Es un coco Gram
positivo que fermenta la glucosa, la maltosa, y la sacarosa, pero no el manitol, sorbitol

glicerol.

Se pueden cultivar en agar sangre donde producen hemolisis o en AMS (agar Mitis

Salivarius) ®"
3.3.b- Streptococcus salivarius

Es uno de los primeros microorganismos que infecta la cavidad bucal del nifio después

del nacimiento, encontrandolo en dorso de la lengua y en la saliva.

Su desarrollo en Agar Mitis Salivarius (medio de cultivo selectivo), es formando colonias

grandes redondeadas con una zona alrededor semejante a una gota.

Ambos se encuentran dentro del complejo microbiano amarillo, clasificacién que se
generd para identificarlos con colores para relacionarlos con distintas patologias

gingivoperiodontales
3.4- Desinfeccion

Se entiende por desinfeccion a la accion de sustancias quimicas (desinfectantes) aplicadas
sobre material inerte, para la destruccion de los diferentes organismos vivos capaces de
causar enfermedades. El vehiculo utilizado para disolver los diferentes desinfectantes es
el agua. No todos los desinfectantes poseen la accion de destruccion sobre los diferentes

patogenos. Por ello son importantes los pasos previos; estos eliminan a los
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microorganismos mediante diferentes procesos: coagulacion, sedimentacion o filtracion
(10).

3.4.a- Factores a tener en cuenta en la accion y el uso de los desinfectantes:
a- Concentracion del desinfectante:

La concentracion varia de acuerdo al tipo de desinfectante que se utiliza, sin embargo, es
importante tener en cuenta que esta propiedad es inversamente proporcional al tiempo de
exposicion: cuanto mayor sea la concentracion, menor tendrd que ser el tiempo de
exposicion. Este factor puede estar relacionado a la muerte de los microorganismos, ya
que, en ciertos productos, las concentraciones muy pequefias, no causan la destruccion

del microbiota total.
b- pH.:

Es otra de las causas que condicionan la accion de los agentes quimicos. Este factor
determina el grado de disociacion del producto quimico actuante, teniendo en cuenta que
la mayoria de los productos atraviesan mas facilmente las paredes y membranas
plasmaticas de los microorganismos, cuando se encuentran en un estado quimico

liposoluble no ionizable o no disociado.
c- Dianas celulares de accion de los desinfectantes:

Los desinfectantes se seleccionan de acuerdo al sustrato sobre el que sera aplicado y de
acuerdo al grado de actividad selectiva sobre el mismo y a la microbiota que se desea
combatir. Para ello se deben considerar las diferentes “dianas celulares” sobre las que

acttan los distintos agentes quimicos a utilizar. Las principales son:
= Pared celular:

Es la encargada de proteger la integridad de los microorganismos y mantener en cierta
forma su supervivencia. En ella se pueden encontrar ciertas sustancias como los
lipolisacaridos y fosfolipidos estabilizados por medio de iones de calcio (Cat++) y
magnesio (Mg++). Estos elementos se integran a un grupo de proteinas y otras sustancias
de acuerdo al microorganismo que integren. Por lo tanto, para que un desinfectante pueda
ser bien absorbido o repelido por la carga eléctrica de la membrana dependerd de su

estado de disociacion.

= Membrana citoplasmatica:
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Algunas sustancias simples pueden atravesar esta estructura lipoproteica por el
mecanismo de difusion pasiva. Otras, utilizaran el transporte activo. La mayoria de los
desinfectantes mas utilizados en Odontologia como los fenoles, los derivados del amonio
cuaternario y las bisguanidas entre otros, producen fisuras a nivel de los compuestos de

bajo peso molecular causando la desnaturalizacion proteica y la lisis celular.
= Metabolismo energético:

Ciertos desinfectantes actian sobre el Adenosin Tri Fosfato (ATP) inhibiendo su sintesis.
Por este motivo, se produce un desequilibrio de los procesos oxidativos y por ende se

impide el suministro energético colapsando su metabolismo.
= (Citoplasma y ntcleo:

Algunos productos quimicos interfieren a nivel enzimatico o proteico, mientras que otros
como los oxidantes o alquilantes pueden actuar sobre el dcido Ribonucleico (ARN) o
desoxirribonucleico (ADN). En el primer caso inhiben la sintesis de proteinas y en el

segundo alteran la reproduccion celular.
= Esporos:

Ciertas bacterias poseen en su pared celular el acido dipicolinico lo que genera una
importante resistencia a los desinfectantes en comparacion con las formas vegetativas.
Algunos agentes quimicos oxidantes como las formas cloradas son capaces de
desestabilizar este compuesto en los esporos. Son pocos los desinfectantes con efecto
esporicida, como sucede con los derivados de los amonios cuaternarios o fenoles. Sin
embargo, pueden poseer un efecto sobre la viabilidad en algunos estadios del ciclo
esporogénico de ciertas bacterias; siendo tres las areas sobre las que pueden causar un
efecto inhibitorio o letal:

- Durante las diferentes fases de la esporulacion.

- Sobre el esporo maduro como el glutaraldehido, formaldehido, hipoclorito de

sodio y el didxido de etileno.

- Durante la germinacion y/o el crecimiento. Ej. fenoles y cresoles.

Los desinfectantes con propiedades lipofilicas son activos sobre las envolturas virales. El
cloro, los derivados de yodo, los agentes oxidantes, el glutaraldehido, los 4cidos y alcalis

fuertes, son activos sobre la mayoria de los virus (-
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3.5- Hipoclorito de sodio:

El hipoclorito de sodio (NaCLO) es un compuesto oxidante de rapida accion utilizado a
gran escala para la desinfeccion de superficies, de equipos y de mesas de trabajo
resistentes a la oxidacion, de ropa hospitalaria y del agua. También, para descontaminar
salpicaduras de sangre y eliminar olores. Los equipos o muebles metélicos tratados con
cloro, tienden a oxidarse rapidamente en presencia de hipoclorito de sodio. El hipoclorito
de sodio es comercializado en una solucion clara de ligero color verde-amarillento y un
olor caracteristico. Como agente blanqueante de uso doméstico normalmente contiene 5-
6.5% de hipoclorito de sodio (con un pH de alrededor de 11, es irritante y corrosivo a los
metales). Cuando el hipoclorito se mantiene en su envase a temperatura ambiente y sin
abrirlo puede conservarse durante 1 mes. Al haberse utilizado para preparar soluciones
se recomienda su cambio diario. Entre sus muchas propiedades se incluyen la amplia y

rapida actividad antimicrobiana, relativa estabilidad, facil uso y bajo costo.

El hipoclorito es letal para varios microorganismos, virus y bacterias vegetativas. Es
menos efectivo contra esporas bacterianas, hongos y protozoarios. La actividad del
hipoclorito se ve reducida en presencia de iones metalicos, biocapas, materiales
organicos, bajo pH o luz UV. Las soluciones de trabajo deben ser preparadas diariamente.
El cloro comercial que contiene 5-6% que sera utilizado para la desinfeccion de
superficies, debe ser diluido 1:10 para obtener una concentracion final de
aproximadamente 0.5% de hipoclorito. Cuando se quieren desinfectar liquidos que
pueden contener material organico, debe prepararse una concentracion final de 1% de
hipoclorito »- Al disponerse facilmente de este quimico, se utiliza asiduamente en
unidades hospitalarias. Los fabricantes presentan diferentes indicaciones y
presentaciones respecto al producto. Cualquier concentracion puede ser utilizada para

obtener una solucion de hipoclorito diluida empleando la siguiente féormula:

Formula:| 9% de hipoclorito de sodio concentrado

-1

% de hipoclorito de sodio deseado

Ejemplo: | 4.5%
Jemp Eiadaa -1=9-1= 8 partes de agua por parte de Hipoclorito de sodio

05%
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Por ejemplo, para preparar una solucion 0.5% a partir de una 4.5% de hipoclorito de sodio
se utilizaran 8 partes de agua con 1 parte de hipoclorito de sodio. Donde "parte" puede
ser utilizado para cualquier unidad de medida (litro, mililitro, galones u otros) como
medidor puede emplearse una taza, frasco o cualquier envase. En paises de habla francesa
la cantidad de hipoclorito se expresa como "grados de cloro". Un grado de cloro = 0.3%

de cloro activo.

El cloro es uno de los elementos mas ampliamente distribuidos en la tierra. No se
encuentra en un estado libre en la naturaleza, pero existe en combinacion con el sodio,
potasio, calcio, y magnesio. En el cuerpo humano, los compuestos de cloro son parte de
la defensa inmune no especifica. Se generan por los neutrofilos a través de la cloracion
de mieloperoxidasa mediada por un compuesto nitrogenado o un conjunto de
compuestos. El compuesto activo del hipoclorito es el cloro el cual en todas las soluciones
de hipoclorito se denomina “cloro libre”. El hipoclorito de sodio es el irrigante de
eleccion durante los tratamientos de conductos radiculares debido a su eficacia contra los
microorganismos patdgenos y la degradacion del material organico, tejido necrotico y
efecto bactericida 3% Como irrigante en endodoncia se utiliza actualmente como
solucién en concentraciones que van del 1% al 5,25%, -1 -1= 9-1= 8 partes de agua por
parte de Hipoclorito de sodio entre las mas comunes; aunque se han reportado

concentraciones de hasta 10%.

Las soluciones comerciales de 5,25% de NaCLO son de uso frecuente (15). Es un
compuesto halogenado utilizado como un agente proteolitico no especifico capaz de
eliminar magnesio y iones de carbonato. Se han publicado efectos indeseables de la
solucion como el citotdxico (accidentes graves al ser inyectado en los tejidos vivos),
corrosion del metal, olor desagradable y eliminacidon de la parte organica de la capa de
barro dentinario. Tiene capacidad de penetracion en los tiibulos dentinarios de 77 a 300
micras. Hallazgos de distintos autores describen que el hipoclorito puede eliminar a los
microorganismos en cuestion de segundos, incluso a bajas concentraciones. Otros autores

mencionan tiempos considerablemente mas largos para la muerte de las mismas especies.

Fue producido por primera vez en 1789 en Javel (Francia), haciendo pasar gas cloro a
través de una solucion de carbonato de sodio. El liquido resultante conocido como "Eau
de Javel" o "agua de Javel" era una solucion diluida de hipoclorito de sodio. Este proceso

no fue muy eficiente y se buscaron métodos de produccion alternativos.
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Uno de los métodos implicod la extraccion de cal clorada (conocido como polvo de
blanqueo) con carbonato de sodio para producir bajos niveles de cloro disponible. Este
método se utiliza habitualmente para producir soluciones de NaCLO para su uso como
un antiséptico hospitalario que se vende bajo los nombres comerciales "Eusol" y
"solucion de Dakin." El hipoclorito de sodio como una solucion tamponada al 0,5% se

recomendo para la irrigacion de heridas durante la Primera Guerra Mundial.

El mecanismo de accion ha sido ampliamente estudiado y se da cuando se contactan las
proteinas del tejido y el NaCLO. En esta reaccion en corto tiempo se forma formaldehido
y nitrégeno. Los enlaces peptidicos se rompen para disolver las proteinas. Durante este
proceso el hidrogeno en los grupos amino (NH) se sustituye por el cloro (NCI). La
formacion de cloraminas desempefia un papel importante para la eficacia antimicrobiana.
Por lo tanto, el tejido necrético y el material purulento se disuelven. Asi, el agente

antimicrobiano puede alcanzar y limpiar mejor las areas infectadas.

El NaCLO también se utiliza comunmente para desproteinizar tejidos duros en
aplicaciones biomédicas. El hipoclorito de sodio actiia como un disolvente organico y de
la grasa, degradando los acidos grasos y transforméandolos en sales de 4cidos grasos
(jabon) y glicerol (alcohol); reduciendo la tension superficial de la solucidon restante

(reaccion de saponificacion).

El hipoclorito de sodio neutraliza aminoacidos que forman agua y sal (reaccion de
neutralizacion). Con la salida de iones hidroxilos hay una reduccion del pH. Cuando el
cloro se disuelve en agua y estd en contacto con la materia orgdnica forma 4cido

hipocloroso. Este es un acido débil que actiia como un oxidante.

El 4cido hipocloroso (HCLO) e hipoclorito (iones CLO) conducen a la degradacion del

aminoacido y a la hidrolisis, presenta accion antimicrobiana mediante la

inhibicidén de enzimas bacterianas que llevan a la oxidacion irreversible de grupos SH

(grupo sulfhidrilo) de las enzimas bacterianas esenciales.

La eficacia antimicrobiana del hipoclorito de sodio se da en base a su pH alto ') (accién
de iones hidroxilo). Siendo similar al mecanismo de accion del hidroxido de calcio. El
alto pH de este quimico interfiere en la integridad de la membrana citoplasmatica, con
una inhibicién enzimadtica irreversible, alteraciones en el metabolismo celular de

biosintesis y la degradacion de fosfolipidos observados en la peroxidacion lipidica.
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A nivel odontologico, dentro de la cavidad bucal, el hipoclorito disuelve de manera
efectiva restos de pulpa, colageno y los principales componentes organicos de la dentina.
Es el unico irrigante del conducto radicular que disuelve el tejido necrético organico y

vital.

Este desinfectante tiene amplia actividad antibacteriana y se ha comprobado la
efectividad contra los microorganismos mas resistentes presentes en los conductos

radiculares, como Enterococo Faecalis en concentracion del 5.25% (17

Otras cualidades del hipoclorito como irrigante se relacionan con: la baja tension
superficial, la neutralizacion de productos toxicos en periodos cortos y su accion
detergente y desodorizante. Juega un papel importante como agente antimicrobiano ya

que libera oxigeno y cloro al entrar en contacto con el tejido pulpar (819

Con respecto a la accion antifingica se ha comprobado que el hipoclorito de sodio tiene
una alta capacidad de dilucion frente a Candida albicans. Este Gltimo residente de la

familia de los hongos frecuentes en la cavidad bucal.
3.6- Clorhexidina

La clorhexidina es una molécula bicationica simétrica consistente en dos anillos: cuatro
clorofenil y dos grupos bisguanida conectados por una cadena central de decametileno

(clorofenilbisguanida)

La clorhexidina fue desarrollada en la década de los 40 por Imperial Chemical Industries
en Inglaterra por cientificos que realizaban un estudio sobre la malaria. En ese momento
los investigadores fueron capaces de desarrollar un grupo de compuestos denominados
polibiguanidas, que demostraron tener un amplio espectro antibacteriano y sali6 al
mercado enl1954 como antiséptico para heridas de la piel. Posteriormente comenzo a
usarse en medicina y cirugia tanto para el paciente como para el cirujano. En odontologia

se utilizo inicialmente para antisepsia de la boca y endodoncia.

El estudio definitivo que introdujo la clorhexidina en el mundo de la periodoncia fue el
realizado por Loe y Schiott en 1970, donde se demostré que un enjuague de 60 segundos
dos veces al dia con una solucion de gluconato de clorhexidina al 0,2%en ausencia de

cepillado normal, inhibia la formacién de placa

Actlia contra la pared celular de los microorganismos causando alteraciones en la
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movilidad electroforética, alterando la integridad de la pared celular y facilitando la

liberacion de los componentes intracelulares.

A bajas concentraciones es bacteriostatico, las sustancias de bajo peso molecular, (K y
P) pasan a través de la membrana celular y a altas concentraciones es bactericida, produce

precipitacion del citoplasma @%
3.6.a- Composicion:

Este compuesto es una base fuerte dicationica a pH superior a 3,5 con dos cargas positivas
en cada extremo del puente de hexametileno. Es esta naturaleza dicatidnica la que la hace
extremadamente interactiva con los aniones, lo que es relevante para su eficacia,

seguridad, efectos secundarios locales y dificultad para formularla en productos.

Aunque es una base, la clorhexidina se mantiene mas estable en forma de sal y la

preparacién mas comun es la sal de digluconato por su alta solubilidad en agua.

Se une fuertemente a la membrana celular bacteriana, lo que a bajas concentraciones
produce un aumento de la permeabilidad con filtracion de los componentes intracelulares
incluido el potasio (efecto bacteriostdtico), en concentraciones mas altas produce la

precipitacion del citoplasma bacteriano y muerte celular (efecto bactericida).

En boca se absorbe rapidamente a las superficies, incluidos los dientes con pelicula
adquirida, proteinas salivales y a la hidroxiapatita. La clorhexidina absorbida se libera
gradualmente en 8-12 horas en su forma activa. Después de 24 horas aun pueden
recuperarse concentraciones bajas de clorhexidina, lo que evita la colonizacidn bacteriana

durante ese tiempo. Su pH Optimo se encuentra entre 5,5y 7.

En funcién del pH ejerce su accion frente a diferentes bacterias. Con un pH entre 5,0 y
8,0 es activa frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. El desarrollo de

resistencias es muy escaso.

También reduce los microorganismos aerobios y anaerobios de la placa en un 54-97% en
un periodo de seis meses (PDR, 1993). En un periodo de 2 afios no se desarrollan

resistencias ni presencia de oportunistas o efectos adversos en la cavidad oral ¢!
3.6.b- Concentraciones:

La clorhexidina suele presentarse en dos concentraciones, al 0,12% y al 0,2%, se
recomienda realizar un buche con 10ml de producto a una concentracion del 0,2% y de
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15ml al 0,12%. Esto es debido a la dosis total de clorhexidina, ya que 10ml al 0,2 % libera
20mg, y 15ml al 0,12% libera 18mg, observandose que los resultados con ambas

formulaciones son igual de efectivos ?2-23)

3.6.c- Usos y aplicaciones de la clorhexidina en ortodoncia:

La descalcificacion del esmalte, las aftas orales y la inflamacion gingival son
complicaciones frecuentes durante los tratamientos de ortodoncia. Este agente quimico

es uno de los indicados para tratar este tipo de afecciones. Presentaciones:

= Colutorios: principalmente en dos concentraciones (0,12% Y 0,2%) que a dosis

total similar tienen unos resultados muy parecidos.
=  Gel: al 0,2 % o al 0,12% para aplicacion en localizaciones concretas.
= Sprays: especialmente recomendados para discapacitados fisicos.
= Dentifricos: es dificil formular la clorhexidina dentro de una crema dental.
= Barnices: corno prevencion de la caries radicular.

= Irrigadores: fracasan en conseguir un buen control de placa y gingivitis cuando
no se combinan con medidas de higiene mecanica, aunque se han demostrado
eficaces en el control de las regiones interproximales y subgingivales. Sin
embargo, han sido eficaces para reducir la inflamacion periodontal y controlar la

placa subgingival.

La evidencia indica que la clorhexidina es un agente antiplaca con alto grado de
confiabilidad demostrada por la estructura quimica que posee, utilizado de una manera
racional aporta un medicamento a tener en cuenta en sus multiples aplicaciones en
afecciones odontologicas como: estomatitis subprotésica, candidiasis bucal,
pericoronaritis, periodontitis, gingivitis, periimplantitis, la estomatitis aftosa y para la

irrigaron de conductos en tratamientos de endodoncia %

3.7- Uso del hipoclorito de sodio y clorhexidina para desinfeccion de placas de

ortodoncia:

El hipoclorito de sodio y la clorhexidina son dos agentes quimicos que variando su

concentracion y tiempo de contacto pueden actuar como antisépticos o desinfectantes.

(25).

Presentan un nivel intermedio de accion Sobre la aparatologia removible se
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recomienda utilizar el hipoclorito al 2 % en tiempos variables que oscilan entre 3 a 30

minutos, describiendo su efectividad a los 10 minutos contra hongos y bacterias.

La clorhexidina es utilizada en forma de digluconato al 0.12 % en tiempos variables de

inmersion que varian entre los 3 y 5 minutos hasta 8 horas de duracion. 7

3.7.a- Ventajas y desventajas del hipoclorito de sodio y de la clorhexidina sobre los

aparatos de ortopedia:

HIPOCLORITO DE SODIO

VENTAIAS DESVENTAJAS
BACTERICIDA - FUNMGICIDA, CORROSIWD
ACCION BLANQUEADORA hALSABOR
BAID COSTO IRRITAMTE
DEBE DILUIRSE SEGUMNSU LSO

CLORHEXIDINA

VENTAIAS DESVENTAIAS
BACTERICIDA, -FUMGICIDA PIGMNEMNTA
MO ES CORROSINVG ALTO COSTO
MO ES IRRITAMTE PUEDE GEMERAR ARDOR (LSO PROLOMGADOD)

DILUID O COMERCIALMEMNTE

Imagen N°1 . Ventajas y desventajas del Naclo y la clorhexidina.

3.8- Toma de muestras en odontologia:

La informacion diagnéstica que los estudios microbioldgicos pueden proporcionar

depende de factores que incluyen la calidad de la muestra recibida.

Por ello, un procedimiento inadecuado para la recoleccion de la muestra, una muestra
pobremente recogida o inclusive mal transportada es causal de un posible diagnostico

erréneo y por ende a un tratamiento inadecuado del paciente.

La toma de muestras es una técnica rapida y eficaz que debe realizarse cada vez que
quieran tipificarse los microorganismos y por ende seleccionar la mejor opcidon

antimicrobiana.

3.8.a- Caracteristicas de la muestra:
= Debe ser representativa del proceso a investigar tanto en cantidad como en calidad
de la muestra.
= Estar libre de contaminacion cruzada.
= Usar un medio de transporte adecuado.

= Jdentificacion adecuada.
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= La conservacion debe ser correcta tanto en temperatura y atmoésfera.

= Enviar al laboratorio en el menor tiempo posible.

El incumplimiento de estas indicaciones podria dar lugar a la contaminacion de la
muestra con microorganismos de otros sitios. Si esto ocurre el informe microbioldgico

serd incorrecto y las medidas terapéuticas inadecuadas 4%
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4-MATERIALES Y METODOS:

4.1-Disefno metodolégico:

Este trabajo se enmarca en una investigacion basica y aplicada. El disefio metodologico
fue experimental y de tipo transversal. La linea de investigacion contribuird
conocimientos a distintas areas de la ciencia odontolégica.

Para el logro de los objetivos propuestos en este estudio se trabajo “In- Vitro” tomando
muestras de las placas acrilicas antes y después de ponerlas en contacto con los distintos

desinfectantes.

El nimero de muestras estuvo representado por un total de 100 (N=100), 50 de las cuales
fueron tomadas antes de someterlas a la accion de los desinfectantes y 50
correspondientes al momento posterior al contacto con los agentes quimicos. Las mismas
fueron obtenidas a partir de dispositivos ortopédicos de acrilico suministrados por
pacientes que se encontraban transitando su tratamiento en consultorios odontologicos
del sector privado de la region oeste de la localidad de Bernal. Para ello, se selecciond
al azar una poblacion de 50 participantes, de diferentes sexos, que aceptaron
voluntariamente participar del estudio. Por lo tanto, cada participante y/o su representante
legal rubricé la planilla de consentimiento informado donde consta la informacion
vinculada con el trabajo de investigacion y sus consideraciones éticas. Las actividades de
siembra, repique, preparacion de cultivos, esterilizacion, recuento, coloraciones, entre
otras fueron realizadas en el laboratorio de microbiologia de la FOLP mediante métodos

especificos para cada caso.

Los desinfectantes utilizados para demostrar la accion de cada uno de ellos sobre las
colonias bacterianas desarrolladas fueron: hipoclorito de sodio al 2% durante 10 minutos
y clorhexidina al 0.12% durante 10 minutos.

La lectura de la presencia de los microorganismos seleccionados (S. mitis y S. salivarius),
se llevdo a cabo mediante un andlisis macroscopico y microscopico, utilizando un
microscopio optico Leica DM 500, y una lupa binocular Baeco. Se aplico el sistema de
software y el programa Microsof Excell. Los resultados obtenidos fueron representados

mediante graficos de barra tal como se observan en el capitulo 5.

4.2- Criterios de inclusion y exclusion:
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4.2.a- Criterios de inclusion:
- Aparatos de ortopedia con acrilico en el sector palatino.
- Dispositivos con mas de 6 meses de uso.
4.2.b- Criterios de exclusion:
- Aparatologia rota o defectuosa.
- Pacientes que utilicen otros métodos quimicos para la realizacion de la limpieza de

los dispositivos.

4.3- Pasos previos a la toma de muestras:
En este primer paso se le solicit6 al paciente portador de aparatologia removible que la
extraiga de su boca mediante el método habitual y la deposite sobre una compresa estéril,

para posteriormente comenzar con la toma de muestras.

4.4- Toma de muestras: (misma técnica antes y después de la accion de los agentes
quimicos)

Para este procedimiento se utilizd un hisopo estéril (Deltalab), que comercialmente se
presenta en un tubo con un medio de transporte (Stuart). Este mantiene la viabilidad de la

muestra desde el momento donde es tomada, hasta que llega al laboratorio.

Imagen N° 2 . Packaging que contiene tubo de ensayo plastico

con hisopo esteril y medio de transporte.

El medio de Stuart es apto para microorganismos que requieren bajas condiciones de

oxigeno.

Composicion:
Glicerofosfato de sodio 10g
Tioglicolato de sodio 0.5g
Clorhidrato de cisteina 0.5g
Cloruro de calcio0.1g

Azul de metileno 0.001g
Agar 5g
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El tubo posee también una etiqueta que se rotulé mediante un codigo de letras y niumeros

para preservar la informacion de cada paciente.

El hisopo estéril fue frotado en distintas direcciones sobre la superficie de la aparatologia

acrilica, especificamente en las zonas de mayor contacto con el maxilar superior.

-'- -.4 J'ﬂ.' Ll

Imagen N°3 . La figura muestra la técnica de
toma de muestra sobre distintas aparatologias.

Una vez culminado el procedimiento de toma de muestras se introdujo el hisopo dentro

del tubo ejerciendo una leve presion hasta cerrarlo herméticamente.

Imagen N° 4 . La figura indica el frente del tubo y su cierre.

Posteriormente, se prepar6 hipoclorito de sodio al 2% de acuerdo a la formula descripta
en el punto 3.5 y se sumergi6 el dispositivo durante 10 minutos. Luego se extrajo la
aparatologia, se retir6 el excedente, se secd con papel absorbente descartable y se efectud

la toma de muestra como indica en el item 4.4.
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Imagen N°5 . la figura muestra la aparatologia en contacto con el hipoclorito
y la toma de muestra correspondiente.
Para evaluar la accion de la clorhexidina fue utilizada una soluciéon en forma de
digluconato al 0.12%. Sobre ésta fue colocada la aparatologia hasta cubrirla totalmente
durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo se retir6 el dispositivo, se seco con papel
absorbente para retirar el agente quimico sobrante y se efectud la toma de muestras.

Finalmente se llevo el hisopo dentro del tubo.

Imagen N° 6. la figura muestra la aparatologia en contacto con clorhexidina
y la toma de muestra correspondiente.

4.5- Actividades de laboratorio: estas comprenden acondicionamiento de instrumental
metalico, de vidrio, plastico y eléctrico/electronico, siembra, repique, preparacion de
cultivos, esterilizacion, plaqueo, cultivo, recuento y coloraciones.

4.5.a- Seleccion y acondicionamiento de elementos de laboratorio:
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= Instrumental de vidrio:
- Matraz de Erlenmeyer

- Varilla mezcladora

- Portaobjetos

- Probeta graduada

- Vaso de precipitado

= Instrumental metalico:

- Cuchara

- Mechero

- Tripode

- Bandeja y soporte para coloracion

- Asa bacterioldgica

= Instrumental plastico:

- Placas de Petri

= Instrumental eléctrico/electronico:
- Balanza

- Autoclave

- Microscopio

- Lupa

- Estufa de cultivo

=  Otros:
- Medio de cultivo (agar mitis salivarius)
- Kit para Gram

- Algodoén, papel de aluminio, papel, bandas elasticas, agua destilada

Los materiales de vidrio y plastico fueron desinfectados con alcohol 70° previo al

lavado mediante la técnica habitual.

4.5.b- Preparacion del medio de cultivo, emplacado, siembra y cultivo:
La preparacion de este medio de cultivo se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante (90 gramos (gr) de polvo x cada 1000 mililitros (ml) de agua destilada). El

Agar Mitis Salivarius (AMS) es un medio selectivo que permite el desarrollo de las
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especies objeto de estudio en este trabajo.

Imagen N° 7. Envase de agar mitis salivarius de laboratorios Difco ™

=  Composicion:

- Caseina (6.0g) - Dipotasio fosfato (4.0 g)
- Proteasa peptona el N3 (9.0g) - Tripan azul (75.0mg)

- Proteasa peptona (5.0g) - Cristal violeta (0.8mg)

- Dextrosa (1.0 g) - Agar (15.0 g).

- Sacarosa (50.0 g)

Para realizar una dosificacion adecuada y optimizar los recursos solo se fue preparando
la cantidad necesaria de AMS (27 gr. de polvo x 300 ml de agua destilada). Para este
procedimiento se utilizé balanza digital (Modelo Electronic SF-400) y probeta graduada

para establecer la cantidad de liquido.
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Imagen N° 8. Balanza Electronic SF-400 y probeta graduada de 100 ml.

Una vez establecida la relacion polvo/liquido, se utilizé un matraz de Erlenmeyer por ser
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el frasco mas adecuado para la preparacion de medios de cultivo. El mismo esta graduado
y es resistente a la temperatura.

Se procedio a la mezcla polvo/liquido bajo la accidn del calor, revolviendo continuamente
con varilla de vidrio hasta lograr un liquido cristalino. Seguidamente, se realizé un tapon
con algoddn para cubrir la boca del matraz y sobre éste se colocd papel aluminio y papel

blanco con una bandita eldstica para permitir su rotulacion.

Imagen N° 9. Preparacion de AMS en matraz de Erlenmeyer.

Finalmente se esterilizo en autoclave con nivel pridnico (134° - 18 minutos a 2 atmosferas

de presion). Cada proceso fue controlado fisica y quimicamente.

Imagen N° 10. Esterilizador a vapor marca Arcano de 18 litros.

Transcurrido el tiempo de esterilizacion, se procedid al emplacado en cajas de Petri
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descartables. Esta accion fue realizada a una distancia entre 10 y 15 cm del mechero

Bunsen para evitar la contaminacion del medio con microorganismos ambientales.

Imagen N° 11. Colocacion de AMS en placa de Petri

Una vez solidificadas las placas, se inicid el proceso de siembra; la cual fue realizada por
duplicado para obtener una mayor confiabilidad en los resultados.

La técnica de siembra fue efectuada en superficie, extrayendo el mismo hisopo del tubo
utilizado en la toma de muestras y realizando movimientos de zigzag por toda la extension
de la placa.

Las placas sobrantes que no fueron utilizadas fueron conservadas en heladera.

Imagen N° 12. Siembra en AMS.

Debido a que S. mitis y S. salivarius son anaerobios facultativos y al no disponer de jarra
de anaerobiosis, tuvo que emplearse el sistema ANAERO PACKS, que reproduce las
condiciones atmosféricas que los microorganismos necesitan para cumplir con su ciclo

vital. Con respecto al cultivo, fue utilizada una estufa marca HESS, calibrada a una
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temperatura de 37 grados centigrados.

Imagen N° 13. A) Anaero pack para microorganismos anaerobios. B) Recipiente con kit de anaerobiosis
y placa con AMS sembrada. C) estufa de cultivo con placas sembradas.

La lectura de las placas fue realizada a las 48- 72 horas de efectuada la siembra.

A B

i

Imagen N° 14. A) Placa con crecimiento bacteriano B) Duplicado
C) Placa con desarrollo de microorganismos D) Duplicado

4.6- Aspecto y visualizacion de las colonias:

4.6.a- Analisis macroscopico:

Para estudiar macroscopicamente a las colonias, fue utilizada una lupa binocular marca
Baeco, donde se tuvieron en cuenta las siguientes caracteristicas:

El S. mitis se caracteriza por presentar sobre AMS, colonias pequenias, planas, duras, de

color azul fuerte y centro abovedado.
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El S. salivarius se observa superficialmente desarrollando colonias grandes, de color azul

palido, aspecto mucoide “pegajoso” similar a gotas de goma reluciente.
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Imagen N° 15. Lupa binocular Baeco

4.6.b- Anélisis microscopico:

Para corroborar la presencia de cocos Gram+ fue realizada la técnica de Gram Kopeloff

empleando los reactivos y los pasos que se detallan:

4.6.b.1- Coloracion de Gram: (Britania) Componentes:

Violeta de Genciana.
Lugol concentrado.
Decolorante (alcohol acetona).

Safranina.

4.6.b.2- Técnica:

Toma de muestra: realizada con un ansa de Kolle desinfectada.

Extendido: en la parte central de un portaobjetos limpio y desengrasado se colocod
una alicuota de la cepa bacteriana.

Fijaciéon: a través del método de Koch, que consiste en pasar tres veces el
portaobjeto con la muestra sobre la llama de un mechero.

Aplicacion del colorante primario (violeta de genciana) durante 20 segundos.
Lavado con agua durante 10 segundos.

Colocacion del mordiente (lugol) durante 30 segundos. Dicho producto tiene
como funcidn intensificar la accidon del colorante primario. Lavado por 10 seg
Decoloracion: realizada con alcohol acetona. Para este paso es importante hacer
una leve presion en el envase plastico para lograr un chorro fino que arrastre el
colorante primario. Lavado con agua durante 10 segundos.

Aplicacion del colorante secundario (safranina) durante 20 segundos.

Lavado, secado y observacion por microscopia optica.
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Imagen N° 16. Coloracion de gram (paso a paso) A) colorante primaria B) mordiente C) decolorante D) colorante secundario.

Una vez concluida la técnica se observo a través de microscopia optica (microscopio

Leica modelo DM500).

Imagen N° 17. Microscopio Leica DM500.
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4.7- Aspectos éticos del estudio
El presente estudio ha previsto su acuerdo con las Declaraciones Internacionales de Etica
de Investigacion en Seres Humanos, entre las que se destacan la Declaracion de Helsinki
de la Asociacion Médica Mundial (WMA) como asi también la Declaracion Universal
sobre Bioética y Derechos Humanos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCO) y las Pautas Eticas Internacionales del
Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS).
Asimismo, se ha respetado la vigente legislacion nacional y provincial vinculada con la
investigacion, como también con el Codigo de Etica de la Facultad de Odontologia de la
UNLP en sus aspectos vinculados con los estudios de investigacion en seres humanos y
muestras biologicas.
En virtud de garantizar la privacidad, intimidad, confidencialidad y voluntariedad de los
diferentes procesos descriptos metodologicamente se codificaron las muestras bioldgicas
obtenidas con letras F o M de cuerdo al género y A o D dependiendo si la muestra
corresponde a antes o después de la accion del agente quimico. Conjuntamente a estas
letras se colocd un guidén y un nimero para cada muestra. También se evitd el uso de
datos personales de los participantes en el tratamiento de los resultados. Es por ello que
se previeron espacios para explicar los diferentes procesos descriptos a los sujetos de
investigacion y/o sus representantes legales con la intencion que brinden su
consentimiento libre y voluntario.
Por otra parte, se declara que no existen conflictos de interés y se adjunta en el anexo 1
el consentimiento informado de investigacion.
Finalmente, el Comité de Bioética de la Facultad de Odontologia de la UNLP presento

dictamen favorable para la realizacion de este protocolo de trabajo.
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5- RESULTADOS:

Con base a lo mencionado en los capitulos anteriores fue evaluada la efectividad del
hipoclorito de sodio y la clorhexidina sobre S.mitis y S. salivarius presentes en
dispositivos de ortopedia.

El andlisis de los datos se efectud segin la descripcion de los datos obtenidos (anexo 2),
los objetivos especificos y la hipotesis planteada. E software utilizado para el analisis de

los datos fue Microsoft Excell.

5.1- Predominio bacteriano en placas de Petri con AMS antes de la accidon de los agentes

quimicos:

Una vez realizado el procedimiento indicado en el item 4.5.b (preparacion del medio de
cultivo, emplacado, siembra y cultivo), se llevd a cabo la observacion macroscopica de
S. mitis y S. salivarius sobre placas de Petri con AMS antes de la accion del hipoclorito
de sodio y de clorhexidina. En ambos casos se evidencio un notable desarrollo de colonias

de estos microorganismos; sin embargo, S. mitis fue predominante.

Imagen N° 18. Ejemplo del crecimiento de S. mitis y S. salivarius sobre placas de Petri en AMS
antes de la accion de hipoclorito de sodio (A) y clorhexidina (B).
La fecha negra continua indica la presencia de S. salivarius, mientras que la flecha negra discontinua muestra a S. mitis

32



50
45
40
35 32
30
25

20 18

Cantidad de Placas

15
10

S. mitis S. salivarius

Tipo de microorganismo

Figura 1. Marcado desarrollo de S. mitis.

5.2- Predominio bacteriano en placas de Petri con AMS luego de la accion de
hipoclorito de sodio:

Al evaluar la efectividad del Hipoclorito de sodio sobre S. mitis y S. salivarius pudo
observarse que, al sumergir completamente los 25 aparatos de ortopedia durante 10
minutos, realizar la toma de muestra correspondiente y sembrarla en AMS a 37° durante
48 horas no hubo desarrollo en ninguna placa por lo que puede comprobarse su accion

bactericida.

Imagen N° 19. Ejemplo de dos placas (A y B) con AMS sin desarrollo
de S. mitis y S. salivarius luego de la accion de hipoclorito de sodio.
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Figura 2: Placas de Petri sin crecimiento de ambas especies.

Imagen N° 20. La flecha negra continua corrobora la presencia de S. mitis y S. salivarius
mediante el uso de la coloracion de Gram y microscopia Optica.

5.3- Prevalencia de S. mitis y S. salivarius en placas de Petri con AMS luego de la
accion de clorhexidina:

Durante la prueba de eficacia de clorhexidina 0.12% sobre Streptococcus
mitis 'y Streptococcus salivarius presentes en 25 dispositivos removibles de ortodoncia
pudo establecerse que:16 placas de Petri no presentaron desarrollo bacteriano, en 4 solo
pudo constatarse el crecimiento de S. mitis, en 2 de S. salivarius, mientras que en 3

predominaron ambas especies.

34



Imagen 21. Ejemplo del comportamiento de la clorhexidina sobre Streptococcus mitis y Streptococcus salivarius.
A-  Placa sin desarrollo. B- La flecha negra continua indica la presencia de S. salivarius. C- La flecha negra discontinua
muestra el desarrollo de S. mitis. D- la flecha negra continua y discontinua revela el crecimiento de ambos.

25
20
16

15

10

Cantidad de placas

Sin desarrollo S. mitis S. salivarius S. mitis y S.
salivarius

Tipo de microoganismo

Figura 3. Comportamiento de S. mitis y S. salivarius en placas de Petri .
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6- DISCUSION:

Para evaluar la efectividad del Hipoclorito de sodio y la clorhexidina sobre S. mitis y S.
salivarius presentes en dispositivos de ortopedia fueron realizadas 100 tomas de muestra.
(50 antes de someterlas a la accidon de los desinfectantes y 50 luego de estar en contacto
con los agentes quimicos).

En lo referente al hipoclorito de sodio pudo comprobarse su efecto bactericida al no
observar desarrollo sobre la superficie de las placas de Petri a los 10 minutos de contacto
con los aparatos removibles. Este dato es coincidente con un estudio realizado por
Cornejo Lecaros, M en el afio 2017 donde describe el efecto de dos soluciones
limpiadoras de protesis totales en el control de placa bacteriana concluyendo que el
hipoclorito de sodio es mds efectivo como agente limpiador ya que remueve bacterias y
hongos a partir de los 5 minutos "

Calderon Alemdan, D en un estudio experimental in vitro donde utiliz6 72 muestras de
resina acrilica de termocurado con medidas de 15mm x 15 mm x 3mm de espesor,
establecio el nivel bactericida del hipoclorito de sodio eliminando incluso Candida
albicans V-

Carballo Torres, P y Orellana, A publicaron en el afio 2013 un articulo comparando al
hipoclorito de sodio al 2% con otros 2 desinfectantes. Describen la efectividad de este

agente quimico desde los 5 minutos de contacto con el acrilico %"

Abarca Pazmifio, A.B et al. Citan el efecto de la Clorhexidina al 0,12% y acido acético al
5% como desinfectantes de cepillos dentales, mencionado la aparicion de Streptococcus
viridans y la disminucion o eliminaciéon completa de UFC/ml luego de la exposicion

durante 5 minutos de contacto @3

Otro articulo de investigacion redactado por Lizbeth Acero Condori sobre la Accion
antibacteriana de colutorios de uso ortodéntico sobre Streptococcus orales, expone que la
clorhexidina es un agente quimico ampliamente utilizado para la prevencion de la
formacion de biofilm dental y elimina agentes patdgenos como el Streptococcus spp.
0.12%. También refiere efectos secundarios como un sabor desagradable que genera
sequedad y sensacion de quemazon en la cavidad bucal, asi como, una decoloracién que

conlleva hacia la insatisfaccion del paciente -
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7- CONCLUSIONES:

= Las pautas experimentales en un ensayo deben establecerse considerando las
condiciones reales.

= Al analizar un desinfectante deben tenerse en cuenta las especificaciones del
fabricante.

= EI NaCLO al 2% ejerce accion bactericida sobre S. mitis y S. salivarius a los 10
minutos de contacto.

= La clorhexidina al 0.12% durante 10 minutos mostrd en algunos casos solo la
reduccion de colonias sobre las placas de Petri y en otros la eliminacién completa
de los Streptococcus incluidos en este estudio. Es decir la clorhexidina present6
menor accidon en comparacion con el hipoclorito de sodio.

= Conocer el mejor agente quimico en cada instancia particular; la accidén
microbicida; el tiempo de exposicion; la preparacion; las ventajas y desventajas

del producto optimizan los resultados esperados.
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ANEXO 1:

Consentimiento informado.

Nombre del trabajo de investigacion: Evaluacion de la efectividad del Hipoclorito de
sodio y la clorhexidina sobre S. mitis y S. salivarius presentes en dispositivos de

ortopedia.

Datos del equipo: directora: Dra. Ivana Perdomo Sturniolo, Coodirector: Dr. Ezequiel
Escudero, Alumno de posgrado: Valentina Carballeira mail:

valentinacraballeira@gmail.com

Yo (nombre del participante 0 su representante legal)
.......... DNI.............cieiiiiiiiicieiieeeee.... Presto mi  voluntad de manera
desinteresada para que la Od Valentina Carballeira tome una muestra biologica de mi
dispositivo de ortopedia en el marco de su trabajo de investigacion “Evaluacion de la
efectividad del hipoclorito de sodio y la clorhexidina sobre S. mitis y S. salivarius
presentes en dispositivos de ortopedia”.

Si el participante experimentara algin evento odontoldgico adverso vinculado con el
presente trabajo de investigacion sera atendido en el marco del Hospital Odontolégico

Universitario.

Comprendo que mientras se realice el estudio puedo decidir abandonarlo, y solicitar se
destruya la muestra bioldgica obtenida de mi cavidad bucal. Sin embargo, una vez que la
muestra sea procesada, analizada, e incluida en los informes ya no sera posible eliminar
los resultados del trabajo de investigacion. No obstante, se me explicd que no se revelara
ningun dato personal, y que toda la informacion clinica y personal serd resguardada

solamente con fines académicos y cientificos
Firma:

Aclaracion:

Dni:
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Anexo 2
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FACIENTEZY £ AT S S EAERLE FRESENTES S MITIS CLORHERIDINA MO HAY DESARROLLOWISIELE DE Z. MITIS Y 5. SALIVARIUS
FACIEMTE 2% " LTS S LA PRESENTES S MITIE CLORHERIDINA HAT DESARROLLOVISIELEDE = MITISY S, SALIVARIUS
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