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Resumen

Objetivo: evaluar el efecto antibacteriano del peroxido de hidrégeno (H,0,) al 6% comparado con hipo-
clorito de sodio (NaClO) al 1% y al 2 %, sobre cepillos dentales inoculados con Streptococcus mutans arcc®
25175™. Materiales y métodos: estudio experimental in vitro, transversal y comparativo. Se utilizaron 60
cepillos dentales, divididos en 4 grupos de 15 cepillos cada uno. El nimero de muestralo determin¢ la for-
mula de comparacién de medias, después de realizar un estudio piloto, y se seleccionaron por muestreo
aleatorio simple. Se aplicaron las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk, y para la prueba de hipotesis,
la U de Mann-Whitney. Resultados: el H,0, al 6 % present6 una media de crecimiento de 2x10° urc/mL,
lo que indica que su efectividad es mayor comparada con el NaClO al 1%, que presenté una media de
crecimiento de 4 x 10° urc/mL, y esta es menor al NaClO al 2 %, que tuvo 0 urc/mL de Streptococcus mutans
(p=0,004). Conclusion: el H,0, al 6% y el NaClO al 1% y al 2% evidenciaron efectividad antibacteriana,
aun cuando fue el NaClO al 2% el mas efectivo.

Palabras clave: desinfeccién; peréxido de hidrégeno; hipoclorito de sodio; Streptococcus mutans.

Abstract

Objective: To assess the antibacterial effect of 6% hydrogen peroxide (H,0,) compared with 1% and 2%
sodium hypochlorite, on toothbrushes inoculated with Streptococcus mutans arcc® 25175™. Materials
and methods: The study design was an experimental in vitro, cross-sectional prospective and compara-
tive study. Sixty toothbrushes were used, which were divided into four groups of 15 brushes. After con-
ducting a pilot study, the sample number was determined by the means comparison formula and these
were selected by simple random sampling. These brushes were inoculated with strains of S. mutans
arcc® 25175™. The disinfectants included H,0, at 6% and sodium hypochlorite (NaOCl) at 1% and 2%.
The Shapiro-Wilk test was used to assess normality and the Mann-Whitney U test was applied for the
hypothesis test. Results: The 6% H,0, showed an average growth of 2 x 10° cru/mL, which indicates that
its effectiveness is greater compared to the 1% NaClO that showed a growth average of 4 x 10° cru/mL
which is less than the 2% NaClO that presented 0 cru/mL of S. mutans (p = 0.004). Conclusion: Between
6% H,0, and 1% and 2% NaClO, specifically antibacterial detection, 2% NaClO was concluded as being
the most effective.

Keywords: Disinfection; hydrogen peroxide; sodium hypochlorite; Streptococcus mutans.

Resumo
Objetivo: avaliar o efeito antibacteriano do peréxido de hidrogénio 6% em comparacdo ao hipoclorito
de sédio 1% e 2%, em escovas de dente inoculadas com Streptococcus mutans atcc® 25175™. Materiais e
métodos: estudo experimental in vitro, transversal e comparativo. Foram utilizadas 60 escovas de dente,
as quais foram divididas em 4 grupos de 15 escovas cada um. O niumero amostral foi determinado pela
férmula de comparacio de médias, apés realizagdo de um estudo piloto, sendo selecionado por meio de
amostragem aleatdria simples. As escovas foram inoculadas com cepas de Streptococcus mutans arcc®
25175™. Os desinfetantes utilizados foram peroxido de hidrogénio (H,0,) 6% em comparagdo ao hipo-
clorito de sédio (NaClO) 1% e 2%. Aplicou-se a prova de normalidade de Shapiro-Wilk e como teste de
hipétese utilizou-se o U de Mann-Whitney. Resultados: o H,0,6% apresentou uma média de crescimento
de 2x10° urc/mL, indicando uma efetividade maior em comparagdo com o NaClO 1% que apresentou uma
média de crescimento de 4x10° urc/mL, que por sua vez foi menos efetivo que o NaClO 2% que apresen-
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tou uma contagem de 0 urc/mL de Streptococcus mutans (p=0,004). Conclusdo: o H,0, 6% e o NaClO 1% e
2%, apresentaram efetividade antibacteriana, sendo que o NaClO 2% foi totalmente efetivo.

Palavras-chave: desinfec¢do; perdxido de hidrogénio; hipoclorito de sddio; Streptococcus mutans.

Introduccion

as enfermedades orales se controlan minimizando la cantidad de microrganismos, y esto
L se puede lograr mediante una higiene bucal adecuada y el mantenimiento del cepillo den-
tal (1). Hasta la actualidad, el adecuado mantenimiento del cepillo dental ha sido un tema
de relativa importancia para la profesion odontoldgica, ya que existe escasa conciencia
publica y poco afan de capacitacion por parte del odontologo; por ello, se considera que un
recambio frecuente o una desinfeccion optima del cepillo dental evita la focalizacion y la
expansion de una gran cantidad de microrganismos, cuya consecuencia es la aparicion o

la prolongacion de enfermedades bucales (2).

Segun los estudios realizados en el 2012 por Gevers et al. y Huse et al., asi como los estu-
dios realizados por Nascimento et al.,, en el 2017, se utilizaron tecnologias de secuenciacion
de ultima generacion basadas en secuencias de arnr 16S para definir el microbioma oral y
con ello se identificaron mds de 700 especies bacterianas que residen dentro de la cavidad
bucal (3-6).

Se ha documentado que los cepillos dentales se exponen a contaminacion bacteriana
después de suuso enlahigiene dental y que los microrganismos permanecen en ellos durante
varias horas, porlo que es un tema de investigacion importante. De ahi que diversos autores
hayan planteado estrategias de desinfeccion; ademads se ha reportado que la cantidad de
contaminacion bacteriana en el cepillo dental aumenta con el uso continuo (7-12).

Do Nascimento et al., investigaron 64 cepillos dentales, mediante el método de hibri-
dacion Checkerboard apwn e identificaron 32 especies bacterianas en el grupo de control
(agua corriente), luego de haber usado el cepillo dental por 7 dias, lo cual fue indicativo de
contaminacion (7).

El peroxido de hidrégeno tiene la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano; entre
tanto, el hipoclorito de sodio inhibe la actividad enzimatica para las bacterias en crecimiento
y dafiala membrana y el ap~ de estas; ademas, es hipertdnico (2.800 mOsmol/kg) y muy alca-
lino (pH = 11.5 a 11.7). Las propiedades antimicrobianas se deben, ademas, a la capacidad
de oxidar e hidrolizar las proteinas celulares y formar acido hipocloroso y a la habilidad
osmatica de extraer liquidos fuera de las células (2,7,10,13-15).

En vista de la variedad de desinfectantes, se busca obtener el mas efectivo y de facil
acceso, frente a los Streptococcus mutans, ya que es el principal agente de la caries dental,
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predominan en las biopeliculas de tejidos duros y tienen la habilidad de permanecer en las
cerdas de los cepillos de dientes, durante 44 horas (3,9,16-19).

Segun lo reportado por Basman et al., en un estudio realizado en 60 personas, sometidas
a cepillado dental, tomando como muestra a 10 personas por grupo, se evalud la eficacia
antibacteriana del hipoclorito de sodio al 2 %, comparandolo con otras soluciones frente al
Streptococcus mutans, y concluyeron que el hipoclorito de sodio al 2% no eliminaba en su
totalidad los Streptococcus mutans presentes en los cepillos dentales (10). Ademas, Peker
et al. evaluaron la efectividad del hipoclorito de sodio al 1%, en comparacion con otras
técnicas de desinfeccion frente al Streptococcus mutans y llegaron a la conclusion de que
es un buen desinfectante bacteriano, pero no totalmente efectivo (12). Sin embargo, Han y
Dong evaluaron la actividad antibacteriana del hipoclorito de sodio al 6 %, en 15 medios de
cultivo sembrados con Streptococcus mutans, y para ello utilizaron el método de recuento
de colonias y demostraron que el hipoclorito de sodio al 6% fue totalmente eficaz como
antibacteriano después de 30 minutos de aplicacion, pero hay que mencionar que no es
accesible esta presentacion de forma comercial (19).

Por otro lado, Salazar-Chicaiza y Zurita-Solis evaluaron la efectividad del perdxido de
hidrogeno al 3% y al 6% aplicado a cepillos dentales durante 7 dias después de su uso y
concluyeron que el perdxido de hidrégeno al 6% eliminaba totalmente los Streptococcus
mutans (2). Por los antecedentes expuestos, se propuso el siguiente objetivo: evaluar el
efecto antibacteriano in vitro de la solucion de perdxido de hidrogeno al 6% comparado
con la solucion de hipoclorito de sodio al 1% y al 2 % sobre cepillos dentales inoculados con
Streptococcus mutans arcc® 25175™.

Materiales y métodos

1 tipo de estudio fue experimental in vitro y comparativo. La poblacion estuvo constituida
Epor 60 cepillos dentales inoculados con cepas de Streptococcus mutans distribuidos en
cuatro grupos de 15 cada uno (perdxido de hidrogeno al 6 %, hipoclorito de sodio al 1% y
al 2% y agua destilada). El tamafio de muestra fue determinado por la férmula de compa-
racion de medias, después de realizar un estudio piloto y calcular la desviacion estandar
(pe,=0.3 y pE,=0.0); ademas, se seleccionaron por muestreo aleatorio simple con asignacion
de numeros para sorteo y asi conformar los grupos, con extraccion ciega de un numero a la
vez, sin reposicion. Se excluyeron cepillos dentales que contenian agentes antibacteriales.
Dos investigadores de este estudio realizaron el experimento y el registro de datos, cali-
brados previamente y supervisados en todo momento por un especialista, en el Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Federico Villarreal
(Peru).
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La variable dependiente fueron los Streptococcus mutans arcc® 25175™, utilizando como
indicador las unidades formadoras de colonias por mililitro (urc/mL) y las variables inde-
pendientes fueron la solucion de peroxido de hidrégeno al 6% y la solucion de hipoclorito
de sodio al 1% y al 2 %.

Sobre la activacion de la cepa de Streptococcus mutans, la bolsa que mantiene la cepa liofi-
lizada (Microbiologics®) permanecid almacenada a una temperatura de 2 a 8°C. Luego, la cepa
fue activada por medio de un proceso de hidratacion. Se presiono (solo una vez) la ampolla
en la parte superior del empaque justo debajo del menisco para liberar el hidratante y se pre-
siono el precipitado en el liquido hasta que la suspension estuvo homogénea. Acto seguido, se
saturd el hisopo con los materiales hidratados y se transfiri6 al caldo de tioglicolato (Merck™).
Posteriormente, esta se coloco en la jarra de anaerobiosis (Bsr. GasPak®) y se colocé durante 48 h
a 37°C en la incubadora Memmert®, junto con Anaerocult C® (11,12).

Se realizo el control de calidad del patron de turbidez de 0.5 de McFarland sp BBL®. Para
ello se agito vigorosamente el patron en un vortice Thermolyne®y se comprobd la densidad
de este, determinando la absorbancia mediante un espectrofotometro pr 6000 uv-vis® con
un haz luminoso a una distancia de 1cm. La absorbancia a 625nm nos dio un valor entre
0.08 y 0.10.

Una vez hecha la comprobacion, se procedid con la preparacion de la suspension del
indculo de tal manera que se ajustara a 1.5 x 108 urc/mL, de acuerdo con la turbidez estdndar
de 0.5 de McFarland (11). Este ajuste selogro mediante el método de diluciones seriadas 1:10.

Entonces se prepararon las suspensiones para los cepillos ajustandolas a 1/10urc/mL.
Los cepillos dentales Oral B® se esterilizaron en autoclave (Rexall®) a 121°C por 15 min.
Posteriormente, se distribuyeron en cuatro grupos A, B, C, D, de 15 cada uno, aplicando el
tratamiento de desinfeccion de la siguiente manera:

Grupo A: peroxido de hidrogeno al 6 %.

Grupo B: hipoclorito de sodio al 1 %.

Grupo C: hipoclorito de sodio al 2 %.

Grupo D: agua destilada (control negativo).

Cada cepillo dental se inoculd con 6 mL de la suspension estandarizada con Streptococcus
mutans atcc® 25175™, cubriendo totalmente la cabeza. Luego fueron incubados a 37 °C durante
24 h al 5% de co, (12). Posteriormente, los cepillos de cada grupo fueron lavados con suero
fisioldgico para eliminar el exceso del microrganismo y ser sometidos al tratamiento de
desinfeccion.

Cada grupo de cepillos fue sumergido en 200 mL de peroxido de hidrégeno al 6 %, hipo-
clorito de sodio al 1 %, hipoclorito de sodio al 2% y agua destilada, durante 10 min (12).

Después del tratamiento, todos los cepillos se transfirieron a tubos estériles con 15mL de
suero fisiologico y se vibraron en el virtice durante un minuto para que los microrganismos
presentes en las cerdas del cepillo descendieran a la solucion. Después, con una micropipeta
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de 100 ul se tomd6 una muestra de cada solucion y se realizaron diluciones seriadas. Luego
fueron sembradas en agar base sangre Merck® y se suplementaron con sangre de carnero
al 10% y se agruparon de acuerdo con el tipo de tratamiento sometido. Acto seguido, se
trasladaron los cultivos a la jarra de anaerobiosis para incubarlos por 48 h a 37°C con 5%
de co, y asi poder observar el crecimiento bacteriano (12). Posteriormente, se hizo el conteo
en unidades formadoras de colonias por mililitro, de la siguiente manera:

urc/mL = numero de colonias x factor de dilucion / mililitros de la muestra

Finalmente, los datos se anotaron en una hoja de calculo de Microsoft Excel 2016®y se
exportaron al programa estadistico spss®, version 25. Para la decision de las pruebas esta-
disticas, se establecid una significancia de p<0.05 y grado de confianza al 95%. Se realizd
la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, observando que los resultados no presentaban
distribucion normal; por ello, se utilizd la prueba U de Mann-Whitney para comparaciones
independientes (20).

El desarrollo de este trabajo fue aprobado por el Comité de Investigacion de la Oficina de
Grados y Titulos de la Facultad de Odontologia de Universidad Nacional Federico Villarreal.

Resultados

as urc con el agua destilada (control negativo) fueron 250x10° urc/mL. Con respecto al

Lperéxido de hidrdgeno al 6 %, se obtuvieron 12 x 10° urc/mL. De la misma manera, respecto

al hipoclorito de sodio al 1%, se obtuvo el maximo de 2x10° urc/mL y para la concentracion
del 2 %, se obtuvo 0 urc/mL (tabla 1).

Tabla 1. Unidades formadoras de colonias (x10? + DE) de acuerdo con los desinfectantes

Media DE Minimo Méaximo

Grupo n (uec/mL) (urc/mL) (urc/mL) (urc/mL)
Peroxido de hidrogeno al 6% 15 2.00 3.21 0.00 12.00
Hipoclorito de sodio al 1% 15 0.40 0.63 0.00 2.00
Hipoclorito de sodio al 2% 15 0.00 0.00 0.00 0.00
Agua destilada 15 250.00 0.00 250.00 250.00

(control negativo)

n: muestra; urc: unidades formadoras de colonias; DE: desviacion estandar.
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Tabla 2. Comparacién del efecto antibacteriano del perdxido de hidrégeno al 6 % con el hipoclorito de sodio al 1% (x107 + bE)

Grupo (Ulfflﬁi) (UF(;::IIL) Valor de p*
Peroxido de hidrogenoal6% 15 2.00 3.20
Hipoclorito de sodio al 1% 15 0.40 0.63 010
Total 30

?: Basado en la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney; n: muestra; urc: unidades formadoras de colonias; pe: desviacion estandar;
p>0.05: no es estadisticamente significativo.

De la tabla 2 se observa que no existe diferencia estadisticamente significativa entre el
efecto antibacteriano del perdxido de hidrogeno al 6% y el hipoclorito de sodio al 1% (p = 0.10).

Tabla 3. Comparacién del efecto antibacteriano del peroxido de hidrogeno al 6% con el hipoclorito de sodio al 2% (x107 + D)

Grupo (x;;l;;) (UI—‘(;:IIL) Valor de p?
Peroxido de hidrégeno al 6 % 15 2.00 3.21
Hipoclorito de sodio al 2% 15 0.00 0.00 0.001
Total 30

?: Basado en la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney; n: muestra; urc: unidades formadoras de colonias; pe: desviacion estandar;
p<0.05: estadisticamente significativo.

De la tabla 3 se observa que existe diferencia estadisticamente significativa entre el efecto
antibacteriano del peroxido de hidrogeno al 6% y el hipoclorito de sodio al 2% (p = 0.001).

Tabla 4. Comparacion del efecto antibacteriano del peréxido de hidrégeno al 6 % con el hipoclorito de sodio al 2% (x107 + DE)

Grupo (xce/;i;;) (UFcL;fnL) Valor de p?
Hipoclorito de sodioal1% 15 0.40 0.63
Hipocloritode sodioal2% 15 0.00 0.00 0.02
Total 30

?:rbasado en la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney; n: muestra; urc: unidades formadoras de colonias; pe: desviacion estandar;
p<0.05: estadisticamente significativo.

Dela tabla 4 se observa que existe diferencia estadisticamente significativa entre el efecto
antibacteriano del hipoclorito de sodio al 1% y al 2% (p = 0.02).
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Discusion
a presente investigacion se limitd a evaluar el efecto antibacteriano del peridxido de
Lhidrégeno al 6% y el hipoclorito de sodio al 1% y al 2% sobre cepillos dentales inocu-
lados con Streptococcus mutans arcc® 25175™. Como dificultad se tuvo que el trabajo de
activacion y sembrado para todos los grupos del experimento requeria un periodo de 24 a
48 h, y una vez realizado, cada 48 h se debia cambiar el agar de cultivo para mantener las
cepas activas.

Assed et al. demostraron que el Streptococcus mutans permanece viable en las cerdas de los
cepillos dentales durante 44 h (9); por ello, en esta investigacion se tomd la muestra dentro de este
tiempo, después de la inoculacién de cepillos con Streptococcus mutans, y asi se obtuvo, a las 24
horas de haberse sumergido el cepillo en el agua destilada, el valor de 250 x 10° urc/mL.

Basman et al. determinaron que el hipoclorito de sodio al 2% no elimina todos los
Streptococcus mutans de los cepillos dentales, 1o cual difiere de los resultados obtenidos en esta
investigacion, puesto que se demostro que dicha solucion elimina totalmente al Streptococcus
mutans del cepillo dental (10). A pesar de que se uso el mismo tiempo de exposicidn, es proba-
ble que la diferencia se deba a que las soluciones empleadas en estos dos estudios fueron de
diferente procedencia de marca comercial y pais, 1o que podria influir en el control de calidad
del producto, respecto a la concentracidn.

En el estudio realizado por Peker et al., 1os autores demostraron que el hipoclorito de sodio
al 1% no es totalmente eficaz para la desinfeccion de cepillos dentales (12); sin embargo, sus
efectos disminuyeron considerablemente las unidades formadoras de colonias de Streptococcus
mutans. Estos resultados son similares con lo obtenido en esta investigacion, probablemente
porque se empleo el mismo tiempo de aplicacion (10 min). De ahi que se recomiende evaluar
la solucidn de hipoclorito de sodio al 1% a mayor tiempo, hasta demostrar en cuanto tiempo
de exposicidn la eficacia se hace constante.

Por otro lado, Salazar-Chicaiza y Zurita-Solisdeterminaron que el perdxido de hidrégeno
al 6% no es totalmente efectivo y no elimina todo microrganismo del cepillo dental (2). Ello es
similar alo obtenido en la presente investigacion, lo que corroboraria su incompleta eficacia
frente al Streptococcus mutans, puesto que se aplico similar metodologia.

Segun Do Nascimento et al.,1os enjuagues bucales que contienen gluconato de clorhexidina
al 0.12 % son mas efectivos en la reduccion de bacterias de los cepillos dentales (7); mientras que
en esta investigacion se demostro que el hipoclorito de sodio al 2 % es totalmente efectivo en
la eliminacidn del Streptococcus mutans, aun cuando se resalta que en este estudio no se hizo
comparacion con el gluconato de clorhexidina al 0.12%. Por ello, se recomienda que futuras
investigaciones validen este aspecto.
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En el 2016, Han y Dong evaluaron la actividad antibacteriana del hipoclorito de sodio
al 6% frente al Streptococcus mutans y demostraron que fue totalmente eficaz como anti-
bacteriano después de 30 min de aplicacion; mientras que en la presente investigacion se
obtuvo el mismo resultado, pero con hipoclorito de sodio al 2% y a 10 min de la aplicacion.
Ello sugeriria la concentracion y el tiempo minimo de aplicacion requerido de la solucion
de hipoclorito de sodio al 2% para lograr completa efectividad antimicrobiana frente al
Streptococcus mutans (19).

Laimportancia de la presente investigacion radica en que al demostrarse la efectividad total
de la solucion del hipoclorito de sodio al 2 % frente al Streptococcus mutans presente en los cepillos
dentales, nos permite brindar una alternativa segura de desinfeccion del cepillo, al sumergir la
parte activa durante 10 min en dicha solucion desinfectante, antes de proceder a higienizarse
la cavidad oral y, de esta manera, se evitard aumentar la cantidad de carga bacteriana bucal del
principal agente de la caries, asi como disminuir la posibilidad de infeccion cruzada por almace-
namiento compartido del cepillo.

Serecomienda llevar a cabo mas estudios y comparar la eficacia antibacteriana, frente al
Streptococcus mutans de la solucion de hipoclorito de sodio al 2 % versus otros desinfectantes,
como la clorhexidina al 2%y el vinagre blanco al 50 % y al 100 %, a diferentes tiempos de inmer-
sion total de la parte activa del cepillo dental, ya que estas ultimas soluciones han demostrado
en otras investigaciones tener buen efecto antibacteriano frente a otros microrganismos de
la cavidad oral (10).

Se concluye en esta investigacion que la solucion del hipoclorito de sodio al 2 % es total-
mente efectivo frente al Streptococcus mutans; mientras que el peroxido de hidrogeno al 6 %
y el hipoclorito de sodio al 1% presentan efectos antibacterianos similares y no totalmente
efectivos frente al Streptococcus mutans.
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