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S. Resumen

La presente investigacion tuvo como Objetivo: comparar el efecto antibacteriano in
vitro de dos concentraciones del dioxido de cloro estabilizado frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo-2019. Metodologia: Tuvo un disefio experimental,
transversal y prospectivo, de tipo cuantitativo y nivel explicativo. Se llevd a cabo en
una muestra de 15 placas de Petri para cada grupo de tratamiento, el efecto
antibacteriano se midié por medio de los halos de inhibicion bacteriana en milimetros,
con un vernier. La bacteria fue expuesta al didxido de cloro estabilizado al 0,5 %y al
1,0 % y ademéas se compard con los controles positivo (Clorhexidina 0,12%) y
negativo (Solucidn salina). Se utiliz6 la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.
Resultados: El diéxido de cloro estabilizado al 1% present6 mayor efecto
antibacteriano in vitro que la concentracion al 0,5% frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175. El efecto antibacteriano in vitro del dioxido de cloro estabilizado al
0,5% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, presentd en promedio un didmetro
de 10.41 mmy al 1,0% presenté en promedio un diametro de 14.43 mm, de halos de
inhibicién. La clorhexidina al 0,12% presentd mayor efecto antibacteriano que todas
las concentraciones de estudio frente a Streptococcus mutans ATCC 25175,
presentando en promedio un didmetro de 15.95 mm, de halos de inhibicion.
Conclusion: El dioxido de cloro estabilizado al 1% presentd mayor efecto
antibacteriano in vitro que la concentracion al 0,5% frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Palabras clave: Antibacteriano, Diéxido de cloro estabilizado, Streptococcus

mutans.
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Abstract:

The objective of this research was to compare the in vitro antibacterial effect of two
concentrations of stabilized chlorine dioxide against Streptococcus mutans ATCC
25175, Trujillo-2019. Methodology: It had an experimental, transversal and
prospective design, of quantitative type and explanatory level. It was carried out on a
sample of 15 Petri dishes for each treatment group, the antibacterial effect was
measured by means of bacterial inhibition halos in millimeters, with a vernier. The
bacteria were exposed to 0.5% and 1.0% stabilized chlorine dioxide and further
compared with positive (Chlorhexidine 0.12%) and negative (Saline solution) controls.
The non-parametric Kruskal Wallis test was used. Results: Chlorine dioxide stabilized
at 1% showed a greater in vitro antibacterial effect than the 0.5% concentration against
Streptococcus mutans ATCC 25175. The in vitro antibacterial effect of chlorine
dioxide stabilized at 0.5% against Streptococcus mutans ATCC 25175 showed an
average diameter of 10.41 mm and at 1.0% showed an average diameter of 14.43 mm
of inhibition halos. Chlorhexidine at 0.12% presented a greater antibacterial effect than
all the concentrations studied against Streptococcus mutans ATCC 25175, presenting
an average diameter of 15.95 mm of inhibition halos. Conclusion: The 1% stabilized
chlorine dioxide showed a greater antibacterial effect in vitro than the 0.5%
concentration against Streptococcus mutans ATCC 25175.

Key words: Antibacterial, Stabilized chlorine dioxide, Streptococcus mutans.
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I.  Introduccion

La caries dental es una enfermedad multifactorial, mediada por la biopelicula,
impulsada por el azucar que resulta en la desmineralizacion y remineralizacion fisica
de los tejidos duros dentales. La caries puede ocurrir durante toda la vida, tanto en
denticiones primarias como permanentes; puede dafiar la corona del diente y mas
adelante las superficies expuestas de la raiz. El equilibrio entre los factores patoldgicos
y protectores influye en el inicio y la progresion de la caries®. Dentro de las bacterias
causantes de la caries dental, estan los Streptococcus mutans que producen &cidos
como el &cido lactico, entre otros cuando metaboliza los restos de alimentos de la
cavidad oral. Dichos &cidos transitan por medio del biofilm hacia el esmalte dental
poroso, descomponiéndose y liberando hidrogeniones, los cuales descomponen de
manera rapida el mineral del esmalte dental, y por lo cual producen una
cavidad®. Debido a esto se han implementado diversos tipos de quimicos como
herramientas para el control bacteriano para poder controlar la formacion de caries®.
Esta investigacion se enfoco en el uso de didxido de cloro, un desinfectante quimico
que puede destruir diversas bacterias, hongos, virus y esporas, una sustancia no toxica
aprobada por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA)
como agente antimicrobiano.?*, se formuld el siguiente enunciado del problema de
investigacion: ;Cudl es la diferencia, in vitro, del efecto antibacteriano de dos
concentraciones del didéxido de cloro estabilizado frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175? Y como objetivo general la presente investigacion buscé comparar el
efecto antibacteriano in vitro de dos concentraciones de didxido de cloro estabilizado
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2019. Y los objetivos

especificos: Determinar el efecto antibacteriano in vitro del diéxido de cloro



estabilizado al 0.5 % frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del didxido de cloro estabilizado al 1.0 % frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175. Comparar el efecto antibacteriano in vitro del diéxido de cloro
estabilizado al 0.5 %, 1.0 %, con los controles positivo (Clorhexidina 0.12%) y
negativo (Solucion salina) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

La presente investigacion se justificd convenientemente, por despertar el interés de los
estudiantes y profesionales en seguir estudiando a las sustancias que poseen actividad
antimicrobiana. A partir de los resultados obtenidos, se puede determinar si el diéxido
de cloro estabilizado se puede incorporar como ingrediente activo en productos para
el cuidado dental, pastas, apositos, entre otros, con el propo6sito de disminuir el riesgo
cariogénico en la poblacion peruana a nivel nacional y regional, brindando a los

pacientes tratamientos alternativos seguros, eficaces y econémicos.

Esta investigacion tuvo un disefio experimental, transversal y prospectivo, de tipo
cuantitativo y nivel explicativo, el cual se llevé a cabo en una muestra de 15 placas de
Petri para cada grupo de tratamiento, se hizo uso de la técnica observacion
microbioldgica estructurada, el efecto antibacteriano se midié por medio de los halos
de inhibicién bacteriana en milimetros, con un vernier y los datos se registraron en la
ficha de recoleccion de datos de la medida de los halos de inhibicion en la placa.

Los resultados indicaron que el efecto antibacteriano in vitro del diéxido de cloro
estabilizado al 0,5% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, presentd en
promedio un didmetro de 10.41 mm y al 1.0% presenté en promedio un diametro de
14.43 mm, de halos de inhibicién. La clorhexidina al 0,12% presentd mayor efecto
antibacteriano que todas las concentraciones de estudio frente a Streptococcus mutans

ATCC 25175, presentando en promedio un diametro de 15.95 mm, de halos de



inhibicion. Se concluy6 que el didxido de cloro estabilizado al 1% presentd mayor
efecto antibacteriano in vitro que la concentracion al 0,5% frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175. La investigacion consta de tres apartados principales, el primero
inicié con la introduccién, donde incluye el enunciado del problema, los objetivos;
justificacion; revision de la literatura y la hipotesis. Seguido la metodologia
estableciendo el tipo, nivel y disefio de investigacion, poblacién y muestra, la
operacionalizacion de variables; técnica e instrumento de recoleccion de datos, plan
de anélisis, matriz de consistencia y principios €éticos. Finalizando con los resultados
mediante tablas y gréaficos cada uno con su interpretacion, el analisis de resultados,

conclusiones y recomendaciones.



I. Revision de literatura
2.1 Antecedentes

Internacionales

Venkei A et al. ? (Hungria, 2020). En su investigacién denominada Un modelo in
vitro simplificado para la investigacion de la eficacia antimicrobiana de agentes
antisepticos para prevenir la periimplantitis Objetivo: Tuvieron como objetivo evaluar
el efecto antibacteriano de dos antisépticos ampliamente utilizados. Tipo de Estudio:
Se realiz6 un estudio experimental, transversal, prospectivo y analitico. Se usaron
discos de Muestra de titanio comercialmente puro con superficie arenada, grabada al
acido y pulida. Los discos se incubaron con monocultivos de Streptococcus salivarius
y Streptococcus mitis por 24 h. Las biopeliculas bacterianas adheridas se trataron con
diferentes antisépticos: povidona yodada al 10% y dioxido de cloro (ClO2) al 1%
durante 5 minutos. El efecto anti bacteriano de los antisépticos se probé mediante
ensayo colorimétrico y la densidad Optica de los cristales formazan solubilizados se
midieron a 550 nm con un lector ELISA. Resultados: Demostraron que la povidona
yodada al 10% tuvo el efecto antibacteriano méas pronunciado, eliminando el 65% de
S. salivarius y el CIO2 al 1% también tuvo efecto antibacteriano eliminando el 60%
de S. salivarius en la superficie de titanio pulida después de 5 minutos de tiempo de
tratamiento. Sin embargo, la povidona yodada al 10% tuvo mayor efecto
antibacteriano, eliminando el 37% deS. mitis y el CIO2 al 1% tuvo efecto
antibacteriano eliminando el 33% de S. mitis. EI CIO2 mostro un efecto significativo
solo contra S. salivarius. Conclusion: Se detecto que la povidona yodada al 10% vy el
ClO2 al 1% tuvieron efecto antibacteriano notable solo contra S. salivarius en Bofill

después de 5 minutos de tiempo de tratamiento.



Siddeshappa S et al. ® (India, 2018). En su investigacion denominada Evaluacion
comparativa de los efectos antiplaca y antigingivitis de un enjuague bucal a base de
hierbas y dioxido de cloro: un estudio clinico-microbioldgico. Objetivo: Tuvieron
como objetivo comparar la eficacia del enjuague bucal a base de hierbas y el enjuague
bucal con didxido de cloro estabilizado al 0.5% en la reduccion de la placa y la
gingivitis. Tipo de estudio: Realizaron un estudio experimental, transversal,
prospectivo y analitico. Muestra: Conformada por 40 pacientes con gingivitis leve a
moderada. Las muestras de placa se recogieron del surco gingival con una punta de
papel estéril absorbente y se enviaron para un examen microbioldgico. Las UFC
microbianas se evaluaron al inicio, 7 ° dia, 14 ° dia, y 21 dias para S. mutans y T.
forsythia. Resultados: Demostraron que hubo mayor reduccion estadisticamente
significativa con didxido de cloro al 0.5% en las UFC del microorganismo S. mutans,
de (17.689 a6.057) que con el enjuague bucal a base de hiervas (17.689 a 8.055) con
una diferencia media de 1.998. Conclusion: Evidenciaron que el enjuague bucal con
diéxido de cloro al 0.5% fue eficaz para controlar la placa y la gingivitis con una

potente actividad antimicrobiana del 65% sobre S. mutans.

Pham T, et al.  (Vietnam, 2018) En su investigacion denominada Eficacia del
enjuague bucal con diéxido de cloro en la reduccion del mal olor oral. Objetivo:
Tuvieron como objetivo evaluar los efectos inhibitorios de un colutorio bucal que tenia
diéxido de cloro (CIO2) al 0.5% usado por 2 semanas para el mal olor bucal,
parametros periodontales y salivales, recubrimiento de la lengua y bacterias Gram
negativas y Gram positivas en la saliva. Tipo de Estudio: Realizaron un estudio
experimental, transversal, prospectivo. Muestra: Estuvo conformada por 39 sujetos

con mal olor oral fueron asignados aleatoriamente en dos grupos. Materiales y



métodos: Fue un estudio cruzado, doble ciego, aleatorizado de 2 semanas. En la
primera etapa, un grupo recibid instrucciones de enjuagarse con el colutorio bucal
experimental que tenia (0.5% de CIO2), mientras que el otro grupo con el enjuague
bucal de control (0.9% de cloruro de sodio) durante 2 semanas. Las UFC microbianas
se evaluaron al inicio del estudio y después de 2 semanas de uso de enjuague bucal.
Resultados: Demostraron que existe una reduccion estadistica significativa con el uso
del CIO2 en las cantidades de F. nucleatum (6.00 a 3.69), S. moorei (6,92 a 3.26), T.
denticola (3.98 a 2.25), y T. forsythia (5.83 a 5,45) en toda la saliva, en comparacion
con los del grupo de control. Conclusion: El enjuague bucal CIO2 al 0,5% es eficaz

en la reduccion del 35 % de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas en la saliva.

Herczegh A, et al. ®> (Hungria, 2013). En su estudio titulado Comparacion de la
eficacia del dioxido de cloro hiperpuro con otros antisépticos orales en patdgenos
orales in vitro. Objetivo: Tuvieron como objetivo evaluar el efecto antibacteriano del
dioxido de cloro (ClO2) al 0.3% in vitro. Tipo de Estudio: Se realiz6 un estudio
experimental, transversal, prospectivo y analitico. La Muestra: fue obtenida de 20
estudiantes universitarios se recogieron la placa dental y la dilucién de la biopelicula
bacteriana fue cultivada en una infusion de cerebro corazon. El efecto antibacteriano
se evaludé mediante la medicion de los halos de inhibicidn bacteriana en milimetros.
Resultados: Determinaron que el CIO2 al 0.3 % frente a S. mutans, E corrodens 'y C.
albicans logro obtener una media de 17 mm, 13mm, 18mm, comparado Listerine al
0.2 % logro obtener una media de 14 mm, 12mm, 15mm y la Clorhexidina al 0,2%
logré obtener una media de 16 mm, 13mm, 17mm. La solucion de didxido de cloro

fue eficaz frente a todas las bacterias estudiadas. Conclusion: El estudio demostro que



el ClO2 al 0.3 % tiene un potente efecto antibacteriano frente a todas las bacterias

evaluadas en comparacion con los demas antisépticos.

Drake D. y Villhauer A.® (EE. UU, 2011) En su estudio denominado Un estudio
comparativo in vitro que determina la actividad bactericida del dioxido de cloro
estabilizado y otros enjuagues orales. Objetivo: El objetivo del estudio fue determinar
la actividad bactericida de un colutorio bucal con didxido de cloro estabilizado al 0.5%
(CIGSYS) en comparacion con otros enjuagues bucales. Tipo de estudio: Se realiz6
un estudio experimental, transversal, prospectivo y analitico. Materiales y métodos:
|Registraron antes y despueés de la exposicion el numero de unidades formadoras de
colonias por mililitro para determinar la efectividad bactericida. Resultados:
Demostraron que Breath Rx al 0.7 % mostro los niveles més bajos de efecto bactericida
del 20% sobre A. naeslundi de (6.140 a5.117). Entre tanto CI6SYS al 0.5 % consiguid
85% de efecto bactericida sobre bacterias expuestas en un minuto: A.
actinomycetemcomitans de (6.984 a 0.0), A. naeslundii de (6.140 a 3.204) y S. mutans
de (6.588 a 0.0) y el enjuague con Clorhexidina al 0.12 % consiguié 70% de efecto
bactericida sobre bacterias expuestas en un minuto: A. actinomycetemcomitans de
(6.984 a 0.0), A. naeslundii de (6.140 a 4.358) y S. mutans de (6.588 a 0.0).
Conclusién: Se evidencid que el enjuague bucal CI5SYS al 0.5 % presento 85 % de

efecto bactericida contra A. actinomycetemcomitans, A. naeslundii, y S. mutans.
Nacional

Guzman B. 7 (Lima, 2017). En su investigacion denominada Actividad
antimicrobiana in vitro del di6xido de cloro estabilizado en flora mixta de dorso de

lengua. Objetivo: Tuvo como objetivo determinar la actividad antimicrobiana in vitro



del dioxido de cloro estabilizado en flora mixta de dorso de lengua, para lo cual se
empleo el método de Test de Difusion en Agar. Tipo de estudio: Realizd un estudio
experimental in vitro, transversal, prospectivo. Muestra: fue obtenida de 18 pacientes
sanos, mayores de edad y atendidos en la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Materiales y métodos: A la solucién de dioxido de
cloro estabilizado al 5 % se prepard diluciones que fueron usadas al 0,03 %, 0,12 %y
al 0,30 %. La actividad antimicrobiana se evalué mediante la medicion de los halos de
inhibicion en milimetros. Resultados: determind que las diluciones al 0,03 % vy al 0,
12% indicaron una sensibilidad nula (5mm) y las diluciones al 0,30 % una sensibilidad
limite (12mm), tanto en condiciones de aerobiosis como de anaerobiosis facultativa en
el 100 % de los casos. Conclusion: El didxido de cloro estabilizado tiene actividad
antimicrobiana en flora mixta de dorso de lengua a la concentracion de 0,30 %,

presentando una sensibilidad limite segin Duraffourd.

Vilca G. 8 (Tacna, 2016) En su estudio titulado Comparacién del efecto bactericida in
vitro del dioxido de cloro a distintas concentraciones sobre el microbiota salival,
UNJBG-Tacna, 2016. Objetivo: Tuvo como objetivo determinar y comparar el efecto
bactericida in vitro del diéxido de Cloro (CIO2) a distintas concentraciones sobre el
microbiota salival. Tipo de Estudio: Se realiz6 un estudio experimental, transversal,
prospectivo y analitico. Materiales y métodos: El estudio elabord distintas
concentraciones de la solucion de CIO2 estabilizado al 10%, los cuales fueron
expuestos sobre flora microbiana salival previamente sembrados en un medio de
cultivo. El efecto bactericida se evalué mediante la medicion de los halos de inhibicion
bacteriana en milimetros. Resultados: Indicaron que en las concentraciones de 0,3 %,

0,5%, 0,8%, 1,0 %y 1,5 %, presento efecto bactericida y se logro obtener una media



de 13,98 mm, 17,32 mm, 21,60 mm, 22,34 mm y 29,34 mm respectivamente.
Conclusién: El estudio concluy6 que las concentraciones de CIO2 al 0,8 % y al 1,0 %
presentaron similar efecto bactericida a diferencia de las deméas concentraciones de

ClO2.
2.2 Bases tedricas

Caries dental

Es una enfermedad multifactorial, caracterizada por desmineralizar progresivamente
las partes inorganicas de las piezas dentarias y el posterior deterioro de éste. La caries
tiene un impacto negativo en la salud general y la calidad de vida de las personas. El
dolor, la disminucion del rendimiento masticatorio, la alteracion de la dieta y la
nutricion, la pérdida de horas de trabajo, asi como la apariencia no estética y la

reduccion de las actividades sociales son consecuencias de la enfermedad de caries ©.

La caries dental no puede iniciarse con la ausencia de carbohidratos fermentables en
la dieta, principalmente azlcar. La vulnerabilidad a desarrollar caries en presencia de
carbohidratos puede estar influenciada por factores como la genética y los
micronutrientes como la vitamina D. El sangrado gingival y la enfermedad periodontal
destructiva son marcadores sensibles a ambas anormalidades en el contenido de
macronutrientes (carbohidratos excesivos o ingesta de grasas poliinsaturadas, ingesta

proteica deficiente) y la ingesta de micronutrientes (por ejemplo, vitamina C y B12) °.

La cavitacidn en los dientes es el resultado de un proceso patogénico denominado
caries dental que se ha producido en la superficie del diente durante semanas o incluso
afios. La acumulacion de placa dental (biopelicula) en el diente suele ser la primera

manifestacion de la enfermedad. Aunque la produccion de &cido es la causa inmediata



y proximal de la disolucion de los dientes; Es el medio dentro del cual se forma el
acido el que deberia ser la principal preocupacién. Centrarse en el 'pH critico' ha
desviado la atencidn de los aspectos mas bioldgicos (formacién de biopeliculas) de la

caries dental °.

Etiologia

Muchas enfermedades infecciosas en humanos son causadas por biopeliculas
virulentas, incluidas las que se producen en la boca. Entre ellas, la caries dental, esta
asociada a diversos factores como las de caracter bioldgico, como la consistencia de la
adamantina, presencia de anticuerpos en la saliva, la anatomia oclusal y el pH saliva.
También estan los habitos alimenticios, la higiene bucal y el consumo de agua *°.
Algunos estudios indican que, se han encontrado una alta incidencia y prevalencia en
los nifios con un nivel socioeconémico bajo *°.

- Huésped: cuando el huésped es vulnerable debido a diversos factores
heredados, la edad, trastornos endocrinos, maloclusion dentaria y trastornos salivales.
- Microflora: dentro de ellas estan los microorganismos protectores y otros que
son potencialmente patdgenos.

- Tiempo: cuando hay un mayor tiempo de exposicion de la pieza dentaria a los
acidos producidos por las bacterias, existe un mayor riesgo de caries.

- Bacterias: algunas de las bacterias principales en la patologia de las lesiones
cariosas son S. mutans, Lactobacillus y Actinomyces.

Paralelamente, los azlcares son fermentados por S. mutansy otros organismos
acidogenos incrustados en la matriz, lo que facilita la formacién de microambientes

altamente &cidos (pH 4.5-5.5) 1°.
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Epidemiologia

La caries dental, una enfermedad infecciosa persistente, afecta a miles de millones de
personas con grandes diferencias individuales en el nimero de lesiones y actividad de
caries. Al menos la mitad de los nifios en edad escolar y la gran mayoria de los adultos
en todo el mundo experimentan caries en consecuencia, y la carga econémica de las
caries y las enfermedades dentales representa alrededor del 4.6% del gasto mundial en
salud. Sin embargo, en los paises con una baja prevalencia de caries, muchos nifios
estan libres de caries o tienen un bajo nivel de enfermedad, mientras que 15-20%
tienen una alta carga de caries. En consecuencia, el estilo de vida, la saliva y las
bacterias son malos predictores del desarrollo de caries y se necesitan mejores modelos
etioldgicos y herramientas de diagndstico y prevencion 1,

A pesar de los muchos avances en los mecanismos etioldgicos y bioquimicos
relacionados con la enfermedad de la caries durante las ultimas décadas, la caries
dental todavia se considera una condicion de estilo de vida en la cual la acidificacion
de la placa del azucar el consumo desplaza la ecologia oral hacia especies aciduricas
y productoras de cido; de estos, Streptococcus mutans es el mas conocido 2.

S. mutans infecta a la cavidad oral de 40-80% de los sujetos dependiendo de la edad,
origen étnico y colonizan los individuos con un genotipo dominante y en gran medida
Unica transmitida de padre a hijo a través de la saliva .

En nuestro pais los nifios y jovenes en pubertad presentan una tasa alta de caries dental,
superando el 90%. La prevalencia en el area urbana es de 90,6% y en la rural 88,7%.
El promedio del indice ceo-d/ CPO-D en el pais es de 5.84 y el promedio de piezas de

ceod/CPO-D la edad de 12 afios es de 3.67 (1C95%: 3,37-3,97) 1.
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Los agentes patdgenos principales relacionados con la formacion de lesiones cariosas,
entre estos tenemos: Streptococcus mutans (Serotipo C), y en pocas cantidades
Streptococcus gobrinus y Streptococcus gordonii; y dos tipos de Lactobacillus y
Actinomyces *2.

La prevalencia de los serotipos de S. mutans en Japdn es del serotipo ¢ (76%), luego
del serotipo e (26%), el serotipo f (8%) y el serotipo k (2-5%). (12)

Pieralisi F, Pudo hallar una fuerte relacion entre las diferentes formas genotipicas y la
presencia de lesiones cariosas 2.

En la sociedad cientifica hubo un acuerdo en responsabilizar al Streptococcus mutans
como el microorganismo méas importante en la formacion de caries dental. Por lo que,
las estrategias de prevencién y control se dirigen principalmente hacia él. Por su alta
incidencia que presenta esta enfermedad bucal, surge la necesidad de prevenirla y
controlar su proliferacion, antes que se produzca lesiones de caries 2.

Streptococcus mutans

Es un coco Gram positivo, que se encuentra formando cadenas, carente de movilidad,
anaerobio facultativo, catalasa negativa, acidéfilo, acidogénico y acidrarico, forma
parte de la placa dental, es capaz de formar polisacaridos extracelulares, los cuales
ayudan en su proceso de adhesion a la superficie dental. Ademas de la caries, S.
mutans es responsable de los casos de endocarditis infecciosa con un subconjunto de
cepas que estan indirectamente implicadas con la aparicion de patologias extraorales
adicionales. Durante las Gltimas 4 décadas, los estudios funcionales de S. mutans
se han centrado en comprender los mecanismos moleculares que emplea el organismo
para formar biopeliculas robustas en las superficies de los dientes, secciones dedicadas

al metabolismo de carbohidratos, la formacién de biopeliculas y las respuestas al

12



estrés, este articulo analiza los desarrollos més recientes en la investigacion de la
biologia de S. mutans, a saber, como las interacciones entre especies y las
interacciones entre reinos de S. mutans dictan el desarrollo y el potencial patogénico
de las biopeliculas orales y como las tecnologias de secuenciacién de préxima
generacion han llevado a una comprension mucho mejor de la fisiologia y la diversidad
de S. mutans como especie 3.

El Streptococcus mutans es productor de acido lactico, con la propiedad de modificar
el medio de pH 7 a pH 4,2 en alrededor de 24 horas, al metabolizar los restos
alimenticios de la cavidad bucal como la sacarosa, glucosa, fructosa, entre otros 3.
Caracteristicas del Streptococcus mutans

Las bacterias que pertenecen al género Streptococcus son los primeros habitantes de
la cavidad oral, que pueden adquirirse inmediatamente después del nacimiento y, por
lo tanto, desempefian un papel importante en la composicion del microbiota oral. Los
estreptococos orales producen un arsenal de moléculas adhesivas que les permiten
colonizar eficientemente diferentes tejidos en la boca. Ademas, tienen una capacidad
notable para metabolizar los carbohidratos a través de la fermentacion, generando asi
acidos como subproductos asociados con el desarrollo de la caries dental 4. Sin
embargo, especies menos tolerantes a los 4&cidos como Streptococcus
salivarius y Streptococcus gordoni producen grandes cantidades de alcali, mostrando
un papel importante en la fisiologia acido-base de la cavidad oral °.

Clasificacion de Streptococcus mutans

Se clasifican en 8:

- Streptococcus mutans (serotipos c, e, fy k),

- S. sobrinus (serotipos d y g)
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- S. cricetus (serotipo a)
- S. rattus (serotipo b)
- S. ferus (serotipo c)

- S. macacae (serotipo c) S. downei (serotipo h).

El Streptococcus mutans, se clasifica en S. no viridans y S. viridans. En el ser humano
los serotipos mas importantes son los c, e, fy d o g, conformando el S. mutansy S.
sobrinus. Son causantes principales de la caries dental *°.

Transmision de Streptococcus mutans en cavidad oral

La forma mas relevante de transmision de S. mutans se da en los primeros afios de
vida, por contacto directo a través de la madre a hijo, lo que se conoce como
transmision vertical y cuando es a través de los familiares se le denomina transmision
horizontal que se hace mas importante en edades posteriores °.

Se ha considerado que, al erupcionar el primer diente, es decir, alrededor de los seis
meses de edad se da la colonizacion de la cavidad oral

La colonizacién temprana (antes de la erupcién dental) aumenta el riesgo de caries y
se desarrolle a edades mas tempranas °.

Adherencia y desarrollo inicial de la caries por Streptococcus mutans

Las Gtfs proporcionan areas para la colonizacién por microorganismos e insoluble
formacion de biopelicula. Se adsorben a las superficies de otras bacterias orales que
producen glucanos. S. mutans expresa 3 Gtfs genéticamente diferentes; el tipo C se
impregna dentro de la placa bacteriana, mientras que el tipo B se une a las bacterias
creando unién celular. El tipo D crea polisacarido, de facil metabolismo °.

Sin embargo, los agentes que los contrarrestan tienen un efecto nulo en las enzimas
absorbidas. Se puede apreciar que al insolubilizar las enzimas aun tienen actividad a

nivel del pH. Se aclaré que estas glucotransferasas facilita la formacion de productos
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de glucanos brindando sitios de enlace o union para los diversos agentes bacterianos
orales °, 1°,

Dioxido de cloro

Germicida, desinfectante de rapida accion, tiene efecto a concentraciones bajas a las
necesarias en el caso del cloro que proviene de la lejia. Altamente soluble en agua y
estable en solucion acuosa. De dos maneras se puede crear:

Mezclando compuestos diferentes, el clorito de sodio y el acido clorhidrico.

Al tener la forma estabilizada se activaria después en el laboratorio cuando se
necesario. X',

Caracteristicas (ClOy).

El gas presenta color verde con tono amarillento, estable, una de sus cualidades es su
alta solubilidad en agua alcanzando muy bajas concentraciones. Tiene una capacidad
biosida en rango de pH que va desde (3-10). Propiedades desinfectantes como mejorar
la calidad del agua potable, neutralizar olores fuertes, removiendo el color y oxida el
hierro y el manganeso mejor que el cloro '8, %°.

Mecanismo de accion.

Es altamente efectivo contra bacterias, mohos, levaduras, virus, algas y protozoarios,
tiene menor efecto microbicida que el ozono, pero comparandolo con el cloro es mas
eficaz 18, 1°.

Para poder desinfectar el agua, el diéxido lo realiza pasando a través de las membranas
celulares de las bacterias con el fin de eliminarlas 8, 1°,

La capa proteica de la capside viral es penetrada por las moléculas de gases y son
retenidas, reaccionando con el RNA del Virus causando dafio a su capacidad genética

del virus. Por lo que se le atribuye un efecto viricida %8, °.
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Las moléculas de dioxido de cloro reaccionan con sustancias organicas, oxidando al
acido humico, que es el pionero de los trihalometanos, siendo altamente cancerigeno.

En comparacion con cloro que puede formar trihalometanos. (Aitaa y Bergg, 1986) 8,

19

Mecanismo de accion de didxido de cloro Estabilizado.

Reduce el crecimiento de los microorganismos al minimo ya que posee una accion
selectiva para la materia orgénica proteinica que causa la liberaciéon del didxido de
cloro, si no hay crecimiento bacteriano que acidifique el medio para causar la
liberacion, estara inactivo 8, 1°,

Produccidn de dioxido de cloro en la forma estabilizada

Se debe preparar tamponado el clorito de sodio (NaClO2) con carbonato o fosfato y
peroxido de hidrogeno. La capacidad de oxidacion del didxido de cloro en su forma
estabilizada es mas débil que el didxido de cloro puro. Ya que es una molécula intacta.
Para producir diéxido de cloro estabilizado rapido se tiene que afiadir una solucion que

tenga un PH de ideal de 3(4cido) %°.

Areas de Aplicacion
Uso Industrial

El tratamiento con dioxido de cloro elimina microorganismo en los peces, frutas y
vegetales, sin cambiar las propiedades nutritivas de la comida. Por lo que se deben

introducir por 20 segundos en una solucion con agua de 60 a 110 mg/I 2.

Los mangos frescos se envasaron utilizando una pelicula antimicrobiana hecha a
medida recubierta con microcapsulas de diéxido de cloro de liberacion sostenida.
Nuestros hallazgos revelaron que el grupo de pelicula antibacteriana de microcapsulas

de dioxido de cloro adn conserva el valor de los alimentos y el valor comercial L.
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La efectividad de 30 a 400 ppm de didxido de cloro (CLO2), clorito de sodio
acidificado y acido peroxiacético para controlar Escherichia coli O157: H7 en carne
de res fue examinado. La carne molida hecha de carne tratada se envaso al vacio y se
almacen¢ a 4 ° C durante 4 dias. Entre los antimicrobianos probados, el CLO2 fue
mas efectivo y tuvo una interaccion positiva con el almacenamiento en frio donde se

produjo la inactivacion adicional de E. coli 0157 22,
Uso Terapéutico en Humanos.

Se registraron el sitio de la lesion, el historial de medicacion del paciente, el tiempo de
curacion y el protocolo de tratamiento seguido por esos autores. Al cambiar a
un colutorio con 0,1% de didxido de cloro estabilizado con tampon de fosfato durante
un periodo de 1 a 12 meses, hubo una curacion completa de las lesiones 23,

Los componentes del dioxido de cloro estabilizado al estar en solucién acuosa tienen
alta volatilidad, pero se puede almacenar durante un periodo de tiempo mas
prolongado a temperatura ambiente y asi preserva su estabilidad durante mas tiempo
23.

Toxicidad

Hay varios factores como la dosis, la duracién y la forma como entr6 en contacto con
estas sustancias determinaran si la exposicion al dioxido de cloro fuera dafina.
También se tiene que considerar la edad, sexo, dieta, estilo de vida y condicion de
salud 24, %,

El diéxido de cloro y el clorito ingresan al cuerpo cuando las personas toman agua que
ha sido desinfectada con tal sustancia, estas se descomponen rapidamente a iones de
cloruro para finalmente abandonar el cuerpo en cuestién de horas o dias de acuerdo a

la cantidad de clorito que ingreso, por el medio renal %, 2°.
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La agencia de proteccion del medio ambiente de EE. UU (EPA) determind que el
diéxido de cloro y el clorito de sodio no estan clasificados en cuanto a
carcinogenicidad para los seres humanos 24, 2.

La ausencia de toxicidad a corto y largo plazo, a un nivel bajo, se ve determinado por
dos estudios desjuntados en los que las ratas y abejas meliferas, ya que fueron
alimentadas con ClO2 en altas dosis durante un tiempo de dos afios y no se observaron

efectos nocivos con hasta 100mg/L afiadidos a sus suministros de agua 24, 2°.
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IM1.  Hipdtesis

Hipotesis alterna:

Hi: El dioxido de cloro estabilizado al 1.0 %, presenta mayor efecto antibacteriano in

vitro que la concentracion al 0,5 % frente a Streptococcus mutans ATCC 2517

Hipotesis nula:

Ho: El dioxido de cloro estabilizado al 1.0 %, no presenta mayor efecto antibacteriano

in vitro que la concentracion al 0,5 % frente a Streptococcus mutans ATCC 25175
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Iv.

Metodologia
4.1 Disefio de la Investigacion
Tipo de Investigacion.
Segun el enfoque es: Cuantitativo
e Hernandez R. Fernandez C. Baptista M. (2014) El presente estudio hizo uso de
la estadistica, recoleccion de datos, con base en la medicion numérica y el andlisis
estadistico °. Este estudio midid los halos de inhibicion bacteriana en milimetros.
Segun la planificacién de la toma de datos: Prospectivo.
e Herndndez R. Fernandez C. Baptista M. (2014) Porque es un estudio el cual se
inicia en un periodo de tiempo, comienza en el presente, cuya medicion se dard a lo
largo de un periodo de tiempo de acuerdo a sucesos o individuos a través del tiempo,
hacia el futuro ?°. Los resultados del estudio se registraron en una ficha de
recoleccion de datos luego de la ejecucion del estudio.
Segun el nimero de ocasiones en que mide la variable es: Transversal.
e Hernandez R. Fernandez C. Baptista M. (2014) Define como un tipo de
investigacién observacional que analiza datos de variables recopiladas en un
periodo de tiempo sobre una poblacion 2. En este estudio, todas las variables fueron
medidas luego 48 horas de incubacién.
Nivel de investigacion
La presente investigacion es de nivel: Explicativo
e Herndndez R. Fernandez C. Baptista M. (2014) Porque determinan las
causas que originan un fendmeno 8. Este estudio explic el comportamiento

del diéxido de cloro estabilizado frente a S. mutans.
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Disefio de investigacion

La Investigacion es de disefio: Experimental.

e Herndndez R. Fernandez C. Baptista M. (2014) Es un estudio el cual
buscé medir el efecto de la variable independiente sobre la variable
dependiente 2°. Este estudio buscd determinar el efecto del dioxido de cloro

estabilizado frente a las cepas de S. mutans.

Esquema: Donde:
GE A X O X =Variable experimental

GC A O, 0. O, = Mediciones de cada grupo
A = Aleatorizacion

4.2 Poblacion y muestra

La poblacién estuvo constituida por cepas de S. mutans ATCC 25175.
Para determinar el tamafio de la muestra se utilizo la siguiente férmula estadistica:
Criterios de inclusion:

Placas Petri con Streptococcus mutans ATCC 25175 identificada fenotipicamente.

Criterios de exclusion:
Placas Petri con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 contaminadas.

Tamario de Muestra

El tamafio de la muestra para el presente estudio fue:

(Zq/z + Z[;)2 25°
(X1 - X2)?

Donde:

Zq;> = 1,96; coeficiente de la distribucion normal para un o =0.05

Zs = 0,84; coeficiente de la distribucion normal para un = 0.20

S =0,9781 (X1 - X2) el cual es un valor asumido por no estar completa la
informacion sobre los valores paramétricos en estudios similares.

Luego Reemplazando obtenemos:
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n =15 placas

Es decir, se necesitaron 15 placas seleccionadas aleatoriamente para cada grupo de

tratamiento.

Tipo de muestreo probabilistico, aleatorio simple.

Grupos experimentales:

- Grupo A: Dioxido de cloro al 0,5 %

- Grupo B: Diéxido de cloro al 1,0 %

- Control negativo: Solucion salina fisioldgica estéril (SSFe)

- Control positivo: clorhexidina al 0,12%

Por lo tanto, se utilizaron 60 placas en total

4.3 Definicion y operacionalizacion de variables

DEFINICION DEFINICION VALOR TIPO DE ESCALA DE
VARIABLE CONCEPTUAL |OPERACIONAL INDICADOR FINAL VARIBLE | MEDICION
Concentracion
Efecto .
tibacteri de dioxido de 0.5 %
o Esun potente | antoacteriano cloro 27
Dio6xido de oxidante mucho del dioxido de estabilizado . o )
cl_oro mas selectivo cl_o_ro diluido en 1.0% Cuantitativa| De Raz6n
estabilizado 29 estabilizado
que el cloro “~. agua
frente a S. .
destilada.
mutans.
Sensibilidad
nulasies<a
8 mm. de
Nivel de Diametro
sensibilidad o
in el Sensibilidad
Efecto Segun e limite si es 9-
antibacteria Efecto de Efecto diametro del 14 mm. de
no frente a determinada | antibacteriano a halo de Diadmetro | Cualitativa Ordinal
Streptococc | sustanciacapaz |partir del halo de| ~ inhibicion
us mutans de inhibir inhibicion de 8 |  medido en Sensibilidad
ATCC bacterias 8. mm mm segtn la | media si es 15-
25175. escala de 19 mm. de
Duraffourd Diametro
27
! Sumamente
sensible si es >
20 mm.
de didmetro
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Técnica: observacion microbiolégica aplicando método de Kirby Bauer.
Instrumentos de recoleccion de datos

Los halos de inhibicion bacteriana fueron medidos en milimetros con un vernier
que tiene una precision: £ 0,02mm y posee una Pantalla de lectura LCD grande y
clara donde se puede configurar a cero en cualquier posicion del deslizador con la
tecla Zero/ABS para comparar mas los resultados de medicion.

Se registrd en una ficha de recoleccion de datos las medidas de los halos de

inhibicion en la placa. (Anexo 1)

Procedimiento:

Obtencion del Dioxido de Cloro a diferentes concentraciones

En la parte experimental de este trabajo de investigacion se hizo cargo el Bidlogo
Microbidlogo, David Zavaleta Verde. (Anexo 2)

Se utiliz6 dioxido de cloro (CIO2) estabilizado al 5% (50 000 ppm) marca Dioxill
Plus de la empresa Juandy E.I.R.L Perd.

Las diluciones se realizaron solo con agua estéril, luego se deposito en envases de
vidrio de color &ambar y se midio el pH de cada solucién con el peachimetro.

Para obtener del dioxido de cloro a la concentracion de 0,50 % se realizé de la

siguiente manera:

C1xV1=C2xV2 C1: concentracién 1
5% x V1 =0,10 % x 100 ml V1: volumen 1
V1 =10,50 % x 100 ml / 5% C2: concentracién 2
vi=10ml V2: volumen 2

Colocamos en un frasco 10 ml de Didxido de Cloro al 5 % y completamos hasta

100 ml con agua destilada. Ajustamos el pH inicial de 7,5 a 6 empleando HCI al 4
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%. Se realiz6 el mismo procedimiento para las deméas concentraciones de dioxido
de cloro estabilizado.
Evaluacién del efecto antibacteriano in vitro de dos concentraciones de

didxido de cloro estabilizado frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Reactivacion de la cepa de S. mutans ATCC 25175.

Para este estudio se utilizo cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175. (Anexo 3) La reactivacion se realizé sembrando el cultivo liofilizado
en un tubo con 5 ml de Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o Infusion Cerebro

Corazon, luego se incub6 a 37 °C por 48 horas en condiciones de microaerofilia.

Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer.
Para evaluar el efecto antibacteriano de las concentraciones de 0.5 %, 1.0 % de
dioxido de cloro frente Streptococcus mutans se realiz6 mediante el método Kirby

Bauer, de difusion en agar 8.

Para lo cual se procedio de la siguiente manera:

Preparacion y estandarizacion del indculo de Streptococcus mutans ATTC
25175.

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo BHI se sembré
en Agar TSA, se incubd bajo condiciones de microanaerobiosis a 37°C durante 48
horas. Luego de 48 horas de 3 a 4 colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175
se diluydé en caldo BHI o solucion salina fisioldgica estéril hasta obtener una
turbidez semejante al tubo nimero 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland (1.5 x 108

ufc/mL)
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Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del indculo (1.5 x108
ufc/ml), se tomo una alicuota de 100ul y se colocO en cada una de las placas con
Agar Mueller Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la suspension, se
distribuy6d la suspension bacteriana en tres direcciones para asegurar una
distribucion uniforme del indculo en la placa. Se dejo secar la placa a temperatura
ambiente durante 3 a 5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial

sea absorbido %,
Preparacion de los discos con el dioxido de cloro estabilizado.

Se prepararon discos de papel filtro Whatman ndimero 3 de 6 mm de diametro,
estériles. A los cuales se les colocé 30 ul de las concentraciones de 0.50 %, 1.0%

de dioxido de cloro respectivamente. (Anexo 4)

Luego, con una pinza estéril, se colocaron los discos sobre las placas de Petri con

Mdeller Hinton sembradas con las cepas de Streptococcus mutans ATTC 25175.

Se empled como control positivo Gluconato de clorhexidina al 0.12% y como

control negativo Solucion salina.
Incubacion:

Se incubaron las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos posteriores
a la aplicacion de los discos, a 37°C durante 48 horas en microanaerobiosis

utilizando jarra Gaspak y con el método de la vela. (5-10% de CO3)
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Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion a 48 horas se examin0 cada placa teniendo en
cuenta el halo de inhibicion del crecimiento bacteriano, seguido se midié los
diametros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento alrededor de cada disco
29 para lo cual se utilizd un vernier: disefiado para medir la unidad de medida de
longitud y confiable porque es un instrumento calibrado, certificado con el estandar
de calidad 1SO 9001, de marca MITUTOYO Numero de Modelo 500-157-30.

(Anexo 5).
Interpretacion de los resultados:

Para la interpretacion de los resultados en la evaluacion de tipo cualitativa
se tomd como referencia los valores de sensibilidad segun Duraffourd %'
Los cuales se clasifican segun el didmetro del halo de inhibicion de la
siguiente manera:

* Nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm.
» Sensibilidad limite (Sensible=+) de 9 a 14 mm.
» Sensibilidad media (muy sensible = ++) de 15 a 19 mm.

«  Sumamente sensible (S.S.= +++) si fue igual o superior a 20 mm.

4.5 Plan de analisis

« La informacion registrada en la ficha de recoleccién de datos fue digitalizada
en una base de datos en el programa ofiméatico Microsoft Excel 2013, donde se
ordend, organizo y codifico segun los items.

»  Se procesaron los datos mediante el programa IBM SPSS v. 25.
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« Para los andlisis estadisticos inferenciales se utiliz6 la prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis donde los datos se procesaron con intervalos de confianza al
95%, para determinar el nivel de confianza de los resultados (p < 0,05).

» Para la comparacion multiple se utilizé el test de Duncan, para dar respuestas
segun cada objetivo.

»  Para su representacion grafica se empleo tablas y graficos

4.6 Matriz de Consistencia

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS | VARIABLE METODOLOGIA
¢Cual es la Obijetivo general: Hi: El |Efecto Segun la intervencion del
diferencia, in Comparar el efecto diéxido de [antibacteriano investigador: Experimental.
vitro, del antibacteriano in vitro de cloro (Dependiente)
efecto dps concentraciones del estabilizado o Segun la planificacion d_e la
. . dioxido de cloro al 1.0 %, |Dioxido de cloro| toma de datos: Prospectivo.
antibacteriano estabilizado frente a presenta estabilizado
de dos Streptococcus mutans mayor (Independiente) | Segun el nimero de
concentracion | ATCC 25175, Trujillo- efecto ocasiones en que se mide la
es del diéxido | 2019 antibacteria variable: Transversal.
de cloro no in vitro
estabilizado Objetivos especificos: que _Ia Seguln el nimero de
frente a ) concentracl variables de interés:
-Determinar el efecto 6n al 0,5 % Analitico.
Streptococeus | antipacteriano in vitro del | frente a
mutans ATCC | diéxido de cloro Streptococc o
251757 estabilizado al 0.5 % frente | us  mutans Poblacmn_. i
a Streptococcus mutans ATCC 2517 La poblacion estuvo
ATCC 25175. constituida por cepas de S.
-Determinar el efecto Ho:  El mutans ATCC 25175.
antibacteriano in vitro del dI'OX'dO de
dioxido de cloro cloro )
estabilizado al 1.0 % frente | estabilizado E/Iuestra. ituid 15
a Streptococcus mutans al 1.0 %, no stuvo constituida por
ATCC 25175. presenta placas seleccionadas
-Comparar el efecto mayor aleatoriamente para cada
antibacteriano in vitro del efecto grupo de tratamiento.
diéxido de cloro antibacteria
estabilizado al 0.5 %, 1.0 no in vitro
%, con los controles que la
positivo (Clorhexidina concentracl
0.12%) y negativo on al 05 %
(Solucion salina) frente a frente a
Streptococcus mutans Streptococc
ATCC 25175. us  mutans
ATCC
25175
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4.7 Principios éticos.

Para el desarrollo de esta investigacion se tomd en cuenta los principios éticos
estipulados por la ULADECH Catdlica en su Codigo de Etica para la investigacion
— Version 004 %,

. Cuidado del medio ambiente y respeto a la biodiversidad. — Toda
investigacion debe respetar la dignidad de los animales, el cuidado del medio
ambiente y las plantas, por encima de los fines cientificos; y se deben tomar medidas
para evitar dafos y planificar acciones para disminuir los efectos adversos y tomar
medidas para evitar dafios °.

. Beneficencia y no-maleficencia. — Toda investigacion debe tener un balance
riesgo-beneficio positivo y justificado, para asegurar el cuidado de la vida y el
bienestar de las personas que participan en la investigacion. En ese sentido, la
conducta del investigador debe responder a las siguientes reglas generales: no causar
dafio, disminuir los posibles efectos adversos y maximizar los beneficios °.

. Justicia. — El investigador debe anteponer la justicia y el bien comun antes
que el interés personal. Asi como, ejercer un juicio razonable y asegurarse que las
limitaciones de su conocimiento o capacidades, 0 sesgos, no den lugar a practicas
injustas. El investigador estd obligado a tratar equitativamente a quienes participan
en los procesos, procedimientos y servicios asociados a la investigacion, y pueden
acceder a los resultados del proyecto de investigacion .

. Integridad cientifica. — El investigador (estudiante, egresado, docentes, no
docentes) tiene que evitar el engafio en todos los aspectos de la investigacion; evaluar
y declarar los dafos, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar a quienes

participan en una investigacion. Asimismo, el investigador debe proceder con rigor
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cientifico, asegurando la validez de sus métodos, fuentes y datos. Ademaés, debe
garantizar la veracidad en todo el proceso de investigacion, desde la formulacion,

desarrollo, analisis, y comunicacion de los resultados *°.
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V. Resultados

5.1 Resultados

Tabla 1: Efecto antibacteriano in vitro de dos concentraciones del dioxido
de cloro estabilizado frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-
2019.

Didmetro (mm)

Tratamientos N ] Desviacion Sig. (p)*
Media L
tipica
Diéxido de cloro 0.5% 15 10.41 1.03
Diéxido de cloro 1.0% 15 14.43 1.13
0.000
Control Negativo (SSFe) 15 0.00 0.00

Gluconato de
Clorhexidina 0.12%

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.
p*: prueba KRUSKALL WALLIS, nivel de significancia estadistica (p<0.05)

15 15.95 0.73

Grafico 1: Efecto antibacteriano in vitro de dos
concentraciones del didxido de cloro estabilizado frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2019.

18 15.95
16 14.43
14 |
12 10.41
10 -

8 ,

6 ,

4 ,

2 1 0.00

O a T T

Dioxido de cloro Dioxido de cloro Control Negativo Gluconato de
0.5% 1.0% (SSFe) Clorhexidina 0.12%

Fuente: Datos obtenidos de la tabla 1

Interpretacion: De la tabla 1, aplicando la prueba no paramétrica KRUSKAL
WALLLIS, se obtuvo (p = 0.000 < 0.05), de lo cual podemos indicar que si existe
una diferencia estadistica entre los tratamientos evaluados.

Es decir, si existi6 diferencia significativa entre los tratamientos evaluados.
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Tabla 2: Test de Duncan, efecto antibacteriano in vitro de dos concentraciones
del dioxido de cloro estabilizado frente a Streptococcus mutans ATCC 25175,
Trujillo-2019.

TEST DUNCAN

Subconjunto para alfa =0.05 - (Test Duncan)

Tratamientos

1 2 3 4
Control Negativo (SSFe) 15 0.00
Dioxido de cloro 0.5% 15 10.41
Dioxido de cloro 1.0% 15 14.43
e w18
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Interpretacion: En la tabla 2, se observa que todos los tratamientos evaluados en
la presente investigacion y los controles negativo y positivo, no presentaron

diferencias estadisticamente significativas entre ellos.
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Tabla 3: Efecto antibacteriano in vitro del di6xido de cloro estabilizado al
0.5 % frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Tratamiento

Dioxido de cloro 0.5%

Media 10.41
Desviacion Tipica 1.03
Varianza 1.05
N 15
Grafico 2: Efecto antibacteriano in vitro del diéxido de cloro
estabilizado al 0.5 % frente a Streptococcus mutans ATCC
25175.
25
20
15
10.41
10
5
0 1
Dioxido de cloro 0.5%
Fuente: Datos obtenidos de la tabla 3

Interpretacion: El efecto antibacteriano in vitro del dioxido de cloro estabilizado
al 0.5 % frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, present6 en promedio un

diametro de 10.41 mm, de halos de inhibicion.
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Tabla 4: Efecto antibacteriano in vitro del dioxido de cloro estabilizado al 1 %
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Tratamiento

Dioxido de cloro 1.0%

Media 14.43
Desviacion Tipica 1.13
Varianza 1.28

N 15

Grafico 3: Efecto antibacteriano in vitro del didxido de cloro
estabilizado al 1 % frente a Streptococcus mutans ATCC
25175.

25
20
i 14.43
10

5

0 \

Dioxido de cloro 1.0%
Fuente: Datos obtenidos de la tabla 4

El efecto antibacteriano in vitro del diéxido de cloro estabilizado al 1.0 % frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, presentd en promedio un diametro de 14.43
mm, de halos de inhibicion.
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5.2 Analisis de resultados

La presente investigacion tuvo como propdsito comparar el efecto antibacteriano in
vitro de dos concentraciones de didxido de cloro estabilizado frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo-2019. Como instrumento de medicion se utilizd un
vernier milimetrado para medir los halos de inhibicion bacteriana.

Al comparar el efecto antibacteriano in vitro de dos concentraciones de didxido de
cloro estabilizado frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, se obtuvo que, el
dioxido de cloro estabilizado al 1% presentd mayor efecto antibacteriano que la otra
concentracion de estudio, Al comparar los resultados obtenidos, vemos
coincidencia con lo hallado por Venkei A 2y Vilca G & quienes demostraron que el
dioxido de cloro estabilizado al 1% tiene mayor efecto antibacteriano sobre las
cepas de S. mutans y otras bacterias aisladas de la saliva de pacientes. Estos
resultados se pudieron dar debido a que, es un gas compuesto de un atomo de cloro
y dos atomos de oxigeno '8 los cuales son responsables de la actividad
antibacteriana de este desinfectante, que actia interfiriendo las membranas
celulares de las bacterias (S. mutans) con el fin de eliminarlas, impidiendo que
pueda adherirse a las superficies de las piezas dentarias inhibiendo la

glucosiltransferasa y fructosiltransferasa °.

Al evaluar el efecto antibacteriano dioxido de cloro estabilizado al 0.5% frente a S.
mutans ATCC 25175, se determiné que presentd menor efecto antibacteriano que
la otra concentracion de estudio, al comparar resultados obtenidos, vemos

coincidencia con los estudios de Pham T # y Guzman B 7 quienes demostraron que
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el dioxido de cloro estabilizado al 0.5% tiene menor efecto antibacteriano sobre
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas aisladas de la saliva. Sin embargo,
Siddeshappa S 3 y Drake D 8 difirieron con los resultados de este estudio al concluir
que el enjuague bucal con didxido de cloro al 0.5% tiene una potente actividad
antimicrobiana sobre S. mutans y otras bacterias periodontales. Esto puede
atribuirse porque que el dioxido de cloro posee una accién selectiva por la materia
orgénica proteinica, la cual causa su liberacion y si no hay crecimiento bacteriano
que acidifique el medio para causar la liberacion, estara inactivo. & ° por lo que los
resultados obtenidos se deben a que la muestra bacteriana fue de cepas puras, como
la muestra bacteriana de Pham T # y Guzman B  que fue obtenida de pacientes
sanos y la muestra bacteriana de Siddeshappa S 2y Drake D © fue obtenida de

pacientes con enfermedades bucales con un PH salival &cido.

Al evaluar el efecto antibacteriano didxido de cloro estabilizado al 1% se determino
que presentd mayor efecto antibacteriano frente a frente a S. mutans ATCC 25175,
al comparar los resultados obtenidos, La investigacion es similar al estudio de
Venkei A 2y Herczegh A ° quienes demostraron que el diéxido de cloro estabilizado
al 1% vy al 0.30% presentan un potente efecto antibacteriano frente a las bacterias
evaluadas en comparacion con los demas antisepticos. Presentando una sensibilidad
media segun Duraffourd. Esta observacién puede atribuirse a que el dioxido de
cloro de los antisépticos fue hiperpuro. Tiene efecto microbicida, contra las
bacterias, mohos, levaduras, virus, algas y protozoarios. Y la muestra bacteriana fue
tomada de pacientes con indice de placa grado 2, lo que nos indica que el medio

estuvo con un PH 4cido y causo su liberacion oxidando a las bacterias evaluadas. 2°
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responsables de la actividad antibacteriana las cuales actlan en la adhesion

bacteriana

Al comparar el efecto antibacteriano didxido de cloro estabilizado al 0.5% , 1% con
los control positivo (Clorhexidina al 0.12%) y negativo (Solucién salina) frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, se determind que, la clorhexidina presentd
mayor efecto antibacteriano que todos los grupos de estudio, el efecto se pudo dar
porque, su actividad antimicrobiana es atribuida a su union y disrupcion de la
membrana citoplasmica, alterando el equilibrio osmoético y causando la
precipitacion de los contenidos celulares bacterianos. Este resultado difiere de los
estudios de Herczegh A ° y Drake D ° los cuales demostraron que las
concentraciones de dioxido de cloro estabilizado al 0.3% y 0.5% presentaron
similar efecto antibacteriano que la clorhexidina al 0.12% sobre cepas de S. mutans.
Esta conclusion se pudo dar debido a que el estudio de Herczegh y Drake utilizaron
un antiséptico con una solucién hiperpura, es por ello que igualé su efectividad con

el estudio.
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VI.  Conclusiones

1. Al comparar el efecto antibacteriano in vitro de dos concentraciones del dioxido
de cloro estabilizado frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, se demostro
que, el dioxido de cloro estabilizado al 1% presentd mayor efecto antibacteriano
in vitro que la concentracion al 0.5 % frente a Streptococcus mutans ATCC
25175.

2. El dioxido de cloro estabilizado al 0.5 % presento efecto antibacteriano in vitro
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

3. El dioxido de cloro estabilizado al 1.0 % presento efecto antibacteriano in vitro
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

4. La clorhexidina al 0.12% presentd mayor efecto antibacteriano que todas las

concentraciones de estudio frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Aspectos complementarios

Recomendaciones

Realizar un estudio similar, pero con Streptococcus sobrinus ya que
también es uno de los causantes de la caries dental.

Ampliar la investigacion en la formulacion y elaboracién de pastas y
colutorios dentales con dioxido de cloro, con la finalidad de prevenir y
disminuir el alto indice de caries, gingivitis y periodontitis.

Realizar estudios in vivo en pacientes con candidiasis oral a fin de
verificar si los resultados in vitro son similares o tiene mayor efecto
contra Candida Albicans.

Estudiar si existe sinergismo entre el dioxido de cloro y la clorhexidina.
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Anexos

Anexo: 1

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA MEDIDA DE LOS HALOS
DE INHIBICION EN LA PLACA

Se realizd la medicion de los halos de inhibicion en milimetros (mm.) se midié en
las placas con medio de cultivo Mueller Hinton Cada placa contd con 4 discos de
papel filtro embestidos con dioxido de cloro estabilizado al 0,50%, 1.0%, como
control positivo clorhexidina al 0,12% y como control negativo Solucién salina.

Concentraciones de las Control Control
N diluciones del dioxido de p°cs|'§'xv° ggﬁ:gﬁ
Repeticiones cloro estabilizado 0.12% salina
0,50% 1.0 % C(+) C()

Placa N°1 8.7 15.8 0.0 15.2
Placa N°2 93 15.3 0.0 15.2
Placa N°3 9.1 13.6 0.0 17.8
Placa N°4 115 12.9 0.0 17.1
Placa N°5 12.3 12.8 0.0 15.8
Placa N°6 10.5 14.4 0.0 16.0
Placa N°7 10.1 15.2 0.0 15.4
Placa N°8 10.3 14.8 0.0 16.2
Placa N° 9 11.9 14.0 0.0 16.4
Placa N° 10 11.4 13.3 0.0 15.8
Placa N° 11 98 15.6 0.0 15.6
Placa N° 12 103 15.8 0.0 16.0
Placa N° 13 10.4 16.0 0.0 15.2
Placa N° 14 10.7 13.4 0.0 16.1
Placa N° 15 9.8 13.6 0.0 15.4
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investigacion “Efecto antibacteriano in vitro de dos concentraciones de dioxido
de cloro estabilizado frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -
2019”.

Trujillo, 13 de noviembre del 2019
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Anexo 3:

FACTURA ELECTRONICA DEL LABORATORIO GEN LAB

Gen'2h Q)

Page 1 of 1

Gen Lab del Perii S.A.C
Jr. Capac Yupanqui N°. 2434
Lince - Lima - Peru
Central Telefénica
(51-1) 203-7500, (51-1) 203-7501
Email : ventas@genlabperu.com
Web Site : www.genlabperu.com

FACTURA
ELECTRONICA

F002-000554

Fecha emisién :  26/09/2019

Fecha Vcto: 26/09/2019
Cliente;

Direccién:

Tipo Movimiento ;: ANTICIPOS

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE CHIMBOTE

JR. TUMBES NRO, 247 CENTRO COMERCIAL Y FINANG
CHIMBOTE - SANTA- ANCASH - Pery

Orden Compra: COTIZ 18/038484

Guia de Remisioén @
N° Pedido : 023519

RUC : 20319956043

RUC N°:20501262260

—

Lugar de destino :

Cédigo Descripcion

Precio Dscto Sub-Total

25175™

TRESCIENTOS NOVENTA Y OCHO CON 60/100 SOLES

Seaen

Representacion Impresa de la Factura Electrénica

1aks

C Ite : hitp:/icpe.g

ST T T
HO5666-A KWIK-STIK Streptococcus mutans derived from ATCC®

Cant UM Unit.
T 1005 D00 337.00
Sub-Total 337.80
Anticipo
Op. Gravada S/ 337.80
IGV 18% 60.80
Importe Total S/ 398.60

Observaciones de SUNAT :

PaTAOTIIDA fiimmaca ANCALAARANAAA R4 Fann Annee~
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Anexo 4:

FICHA TECNICA DEL DIOXIDO DE CLORO ESTABILIZADO

JUANDY E.IR.L

Las Redes 327, Las Lagunas—|La DIOXILL PL lJS versign: 01

Malina Fecha: Enero 2015

Teléfono: 966-397320 /99573- [D[OKIDO DI: (LORO ‘\L 50}4.}

1985

BACTERICIDA, FUNGICIDA, VIRUCIDA, ALGUICIDA

Descripceion:

DIOXILL PLUS, es una solucion de Dioxido de Cloro al 5%. Posee la
propiedad de ser uno de los desinfectantes mas efectivos contra bacterias,
mohos, levaduras, virus, algas y protozoarios, utilizado en la industria de
alimentos y bebidas.

DIOXILL PLUS, es insipido, no toxico, no corrosivo y no inflamable. Es
amigable con le medio ambiente.

DIOXILL PLUS, basa su composicion quimica en la aprobacion FDA
capitulo 21 CFR 178.1010, v FDA seccion 173300 y 173325, que permite
su aplicacion en el lavado de frutas y verduras; asi como también, su
aplicacion en la industria carnica, lactea, agricola, agua,

DIOXILL PLUS, cuenta con Autorizacion Sanitaria Vigente otorgada por el
Ministerio de Salud del Peri a través de la Direccion General de Salud Ambiental
(DIGESA). Resolucion Directoral N° 5876-2015/DIGESA/SA emitida el 07 de
Octubre del 2015 (3 afios de vigencia)

Propiedades Fisicas y Quimicas:

Estado Fisico : Ligquido

Color : Amarillo claro

Olor : Ligeramente clorado

%% Dnoxido de Cloro : 53402

Densidad a 20°C : 1.10 +0.05

pH a20°C : 1230£05

Explosividad : No explosivo

Solubilidad : Completamente soluble en agua
Estabilidad : I afo

Control Microbiolégico:

Disminuye la carga microbiana y su accion es prolongada, debido a su mecanismo automatico de
liberacion de Didxido de Cloro. Este mecanismo otorga completa proteccion contra los
microorganismos mientras el Dioxido de Cloro esté presente.

El Dioxido de Cloro estabilizado tiene una accion selectiva o atractiva para la materia organica
proteinica que causa la liberacion del Dioxido de Cloro, reduce al minimo el crecimiento de
microorganismos. Mientras no haya crecimiento bacteriano que acidifique el medio para causar su
liberacion, permanecera inerte. Este efecto residual actia como inhibidor del crecimiento de
MICToOrganismos.

Ventajas que da el uso del DIOXILL PLUS:
1.- Amigable con el Medio Ambiente

2 .- Facil manejo vy aphcacion.

3.- No es toxico.

4 .- No produce Trihalometanos (moléculas cancerigenas)

5.- No deja olor mi sabor,

6.- No irrita ¥ no desprende gases.

7.- Soluble en agua completamente.
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Anexo 5:
Vernier de marca MITUTOYO Numero de Modelo 500-157-30, con el estandar

de calidad 1SO 9001

Mitutoyo

Mitutoyo
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Anexo: 6

FOTOGRAFIAS DURANTE LA EJECUCION DEL PROYECTO

Microbiologia

Sistema conteniendo cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175
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Tubo de ensayo con medio de cultivo BHI, conteniendo la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175 reactivada.

Placa de Petri con colonias tipicas de Streptococcus mutans ATCC 25175 en
medio TSA, después de su reactivacion.
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Tubo conteniendo Streptococcus mutans ATCC 25175 estandarizado a la
concentracion 1.5x108 UFC/ml

Frascos con Didxido de cloro control negativo (Solucion salina)

a diferentes concentraciones control positivo (Clorhexidina 0,1 2%).

C€usl A\ @ sz

=
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Halos de inhibicion del dioxido de cloro estabilizado al 0.5% y 1%, sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175.

52



Anexo: 7

Tabla: Prueba de normalidad, efecto antibacteriano in vitro de dos
concentraciones del didxido de cloro estabilizado frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175, Trujillo-2019.

Didmetro de halos de inhibicion (mm)

Repeticiones Dioxidode  Di6xido de control - Gluconato de
cloro 0.5% cloro 1.0% Negativo Clorhexidina
(SSFe) 0.12%
1 8.7 15.8 0 15.2
2 9.3 15.3 0 15.2
3 9.1 13.6 0 17.8
4 11.5 12.9 0 17.1
5 12.3 12.8 0 15.8
6 10.5 14.4 0 16
7 10.1 15.2 0 15.4
8 10.3 14.8 0 16.2
9 11.9 14 0 16.4
10 114 13.3 0 15.8
11 9.8 15.6 0 15.6
12 10.3 15.8 0 16
13 10.4 16 0 15.2
14 10.7 134 0 16.1
15 9.8 13.6 0 15.4
Promedio 10.41 14.43 0.00 15.95
p 0.878 0.147 * 0.035
Prueba de
Normalidad Normalidad Normalidad No Normalidad

(Shapiro-Wilk)

*El Control negativo (SSFe), ha sido desestimando, ya que es una constante.

Interpretacion: Al tener menos de 50 datos por cada grupo, es recomendable usar
la prueba de normalidad del Shapiro - Wilk, para evaluar la distribucion normal de
los datos, de donde se puede observar que existe la prevalencia de los grupos de
datos con una significancia mayor a 0.05 (p > 0.05), y un grupo de datos con
distribucion no normal.

Con lo cual podemos concluir, en general los datos no presentaron una

distribucién normal.
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ANexo: 8

HOJA DE CONFLICTO DE INTERES

Mediante este documento declaro no presentar algun tipo de conflicto de intereses
financieros, ni personales que influyan de manera inapropiada en el desarrollo de
este estudio titulado Efecto antibacteriano in vitro de dos concentraciones de
diéxido de cloro estabilizado frente a Streptococcus mutans ATCC 25175,

Trujillo — 2019

ESPINOLA BARRETO, JHANN IRWIN
DNI N° 76418322
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