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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar y comparar el efecto
bactericida in vitro del dioxido de Cloro (ClO2) a distintas concentraciones
sobre la flora microbiana salival, tomando como control negativo el agua
destilada. Se utilizé el método de difusién en disco (Kirby Bauer) y se incub6
en condiciones de aerobiosis por 24 horas a 37 °C, para luego proceder a
la lectura del diametro de los halos de inhibicion formados alrededor de los
discos de papel filtro embebido con cada una de las sustancias. El analisis
fue realizado por la prueba estadistica ANOVA vy la prueba de significacién
de Tukey. Todas las concentraciones utilizadas presentan efecto
bactericida in vitro sobre la flora microbiana salival. A las concentraciones
de 0,03 %, 0,05 %, 0,08 %, 0,10 % y 0,15 %, se logré obtener una media
de 13,98 mm, 17,32 mm, 21,60 mm, 22,34 mm y 29,34 mm
respectivamente. En las comparaciones multiples se observé que el ClO2
al 0,08 % y al 0,10 % no presentd diferencia estadisticamente significativa
entre sus medias, a diferencia de las demas concentraciones de CIO2 que

si presentaron diferencias estadisticamente significativas.

Palabras clave: Dioxido de Cloro, flora microbiana salival, halo de
inhibicion.
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ABSTRACT

The objective of this research was to determine and compare the in vitro
bactericidal effect of chlorine dioxide (CIO2) at different concentrations on
the salivary microbial flora, taking as negative control the distilled water. The
disc diffusion method (Kirby Bauer) was used and incubated under aerobic
conditions for 24 hours at 37 ° C, then proceeded to read the diameter of
the inhibition halos formed around the filter paper disks embedded with
Each of the substances. The analysis was performed by the ANOVA
statistical test and the Tukey significance test. All the concentrations used
have an in vitro bactericidal effect on the salivary microbial flora. At the
concentrations of 0,03 %, 0,05 %, 0,08 %, 0,10 % and 0,15 %, a mean of
13,98 mm, 17,32 mm, 21,60 mm, 22,34 mm and 29,34 mm respectively. In
the multiple comparisons it was observed that the 0,08 % and 0,10 % CIOz2
did not present a statistically significant difference between their means,
unlike the other concentrations of ClO2 that did present statistically

significant differences.

Key words: Chlorine dioxide, salivary microbial flora, inhibition halo.
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INTRODUCCION

En la cavidad oral se dan condiciones micro ambientales ideales de
temperatura y nutrientes adecuados para la presencia de una gran variedad
de microorganismos. La boca es el hogar de cientos de especies de
bacterias que producen varias sustancias fétidas como resultado de la
degradacion de proteinas . El mal olor bucal, también llamado halitosis o
mal aliento es un término utilizado para describir un olor desagradable que

emana de la cavidad oral @,

Los enjuagues bucales o colutorios son soluciones que se emplean
después del cepillado con el fin de eliminar gérmenes y bacterias
combatiendo y eliminando la placa bacteriana y la halitosis. Algunas de
estas soluciones simplemente enmascaran el mal olor bucal. Los
enjuagues bucales que contiene aceites esenciales, tiene una actividad
antiplaca y antigingivitis, sin embargo, su alta concentracion de alcohol
reducen la sensacion del gusto y puede causar dolor oral ). Los lones de
Zinc inhiben el mal olor bucal, pero tiene un problema de sabor. El triclosan

y cloruro de Cetilpiridino son agentes antimicrobianos utilizados como



agentes antisépticos, sin embargo, su reduccion clinica de compuestos de

azufre volatiles (VSC) es cuestionable ®,

El diéxido de cloro es un desinfectante quimico capaz de destruir una
amplia variedad de bacterias, hongos, virus y esporas. Es una sustancia no
toxica aprobado por la Administracién de Alimentos y Farmacos de Estados
Unidos (FDA) como un agente antimicrobiano. El aditivo se utiliza como un
agente antimicrobiano en productos agricolas crudos en la preparacion,
envasado, o conservacion de los alimentos con fines comerciales, a
concentraciones de 500 a 1200 partes por millén (ppm) de clorito de sodio
en combinacién con cualquier acido a niveles suficientes para alcanzar un

pHde2,3a290),

Diversos estudios ponen de manifiesto que el diéxido de cloro es
eficaz para reducir el mal olor bucal, sin presentar efectos secundarios
pudiéndose utilizar esta solucion a largo plazo evitando la coloracion dental
producido por las soluciones con Clorhexidina ©). El trabajo se dividié en
capitulos, el primero trata el planteamiento de la investigacién, el segundo
desarrolla el marco tedrico, el tercero comprende la metodologia y por
altimo el cuarto describe resultados, discusién, conclusiones vy

recomendaciones.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Como ha sefialado la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
recientemente, las enfermedades bucodentales y, en particular, la
caries y las enfermedades periodontales constituyen un problema de
salud de alcance mundial. El control de la placa microbiana y de sus
efectos sobre la salud bucal es una preocupacion constante. Lo mas
comunmente usado es el control mecanico mediante cepillado; sin

embargo tiene resultados muy limitados .

Existe evidencia cientifica que los enjuagues pueden
desempeiar un papel clave y de un valor significativo como
coadyuvantes de los métodos mecanicos para la prevencion y

tratamiento de las enfermedades periodontales.



El diéxido de cloro es un gas cuyo poder oxidante es
antimicrobiano. El gas penetra en células bacterianas, reacciona con
aminoacidos vitales en el citoplasma. Se ejerce su efecto bactericida

mediante la fijacion de proteinas de la membrana celular ©,

La Clorhexidina (CHX), es el agente antimicrobiano mas
estudiado y eficaz en el control quimico de la placa dental, siendo
considerado como el control positivo (patron oro), a la que se deben

comparar todos los demas agentes antiplaca ©.

En consecuencia, en el futuro en las evaluaciones sera
necesario definir con mayor precision el potencial antimicrobiano del
Dioxido de Cloro en comparacion con la Clorhexidina. Son pocos los
estudios que han examinado los efectos del diéxido de cloro en las

medidas de salud oral.

El objetivo en el presente estudio fue demostrar el efecto
bactericida in vitro del diéxido de cloro mediante la formacion de los
halos de inhibicién alrededor de los discos de papel filtro embebido con

cada una de las concentraciones sobre flora microbiana salival.



1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1 Problema principal

¢.,Cual es el efecto bactericida in vitro del dioxido de cloro
comparandola con las distintas concentraciones sobre la flora

microbiana salival?

1.2.2 Problemas Secundarios

1. ¢Cudl es el efecto bactericida in vitro del diéxido de cloro a
las concentraciones de 0,03 %, 0,05 %, 0,08 %, 0,10 %y 0,15

% sobre la flora microbiana salival?

2. ¢Cual es el grado de sensibilidad de la flora microbiana salival
generado por el diéxido de cloro a las concentraciones de

0,03 %, 0,05 %, 0,08 %, 0,10 % y 0,15 %?

3. ¢Existe diferencias estadisticamente significativas entre

efecto bactericida in vitro del dioxido de cloro a las



concentraciones de 0,03 %, 0,05 %, 0,08 %, 0,10 %y 0,15 %

sobre la flora microbiana salival?

1.3 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

La incidencia de enfermedades de la cavidad bucal, de las
glandulas salivales y los maxilares ha aumentado en los ultimos afios
siendo la primera causa de morbilidad general en la regién Tacna

representando un total de 21,6 % en el 2014 (10,

Para mantener la salud de la cavidad bucal, en la actualidad
existe una cantidad considerable de productos de diferentes marcas,
pero con un objetivo comuan, disminuir el crecimiento de la placa
bacteriana y suprimir el mal olor oral. Existen pruebas que indican que
los compuestos de azufre volatiles (VSC) producidas por las bacterias
periodontales, tienen efectos perjudiciales sobre el tejido gingival y son,

por lo tanto, mas que un problema cosmético @1,

Parte de los productos que podemos utilizar para mantener la
salud de la cavidad bucal son los enjuagatorios que contienen

Clorhexidina, catalogados como especializados o medicados, con una



alta capacidad de eliminar la placa bacteriana. Aunque es considerado
el agente antiséptico oral mas eficaz, el uso durante periodos
prolongados de tiempo esta relacionado con algunos efectos
secundarios, tales como coloracion de los dientes, tincion del dorso de

la lengua, mal gusto y la sensacion de sabor reducido @2 .

Diversos estudios ponen de manifiesto la necesidad de una
mayor investigacion de los beneficios potenciales del didxido de cloro

en la salud periodontal 13),

El presente estudio aporta nueva informacién para un mejor

manejo preventivo de las enfermedades bucales pudiéndose aplicar

mas adelante en clinica brindando a los pacientes tratamientos

alternativos seguros y mas eficaces.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general

Comparar el efecto bactericida in vitro del dioxido de cloro a

distintas concentraciones sobre la flora microbiana salival.



1.4.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto bactericida in vitro del diéxido de cloro a
las concentraciones de 0,03 %, 0,05 %, 0,08 %, 0,10 % y 0,15

% sobre la flora microbiana salival.

2. Establecer el grado de sensibilidad de la flora microbiana
salival generado por el diéxido de cloro a las concentraciones

de 0,03 %, 0,05 %, 0,08 %, 0,10 % y 0,15 %.

3. Determinar si el efecto bactericida in vitro del diéxido de cloro

a las concentraciones de 0,03 %, 0,05 %, 0,08 %, 0,10 % vy

0,15 %, presentan diferencias estadisticamente significativas

sobre la flora microbiana salival.

1.5 HIPOTESIS

1.5.1 Hipotesis General

El didxido de cloro presenta un efecto bactericida in vitro sobre la

flora microbiana salival.



1.5.2 Hipotesis Especificos

1. El di6xido de cloro a las concentraciones de 0,03 %, 0,05 %,
0,08 %, 0,10 % y 0,15 % presenta un efecto bactericida in

vitro sobre la flora microbiana salival.

2. La flora microbiana salival presenta grado de sensibilidad
generado por el diéxido de cloro a las concentraciones de

0,03 %, 0,05 %, 0,08 %, 0,10 % y 0,15 %.

3. El efecto bactericida in vitro del diéxido de cloro a las
concentraciones de 0,03 %, 0,05 %, 0,08 %, 0,10 %y 0,15 %
presenta diferencias estadisticamente significativas sobre la

flora microbiana salival.

1.6 VARIABLES

1.6.1 Variable Independiente:

- Concentracion del diéxido de cloro.



1.6.2 Variable Dependiente:

- Efecto bactericida sobre la flora Microbiana salival.

10
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

AMBITO INTERNACIONAL

Kandwal A. y Ghani B. en la India en el 2014, realizaron un
estudio titulado: “Evaluacion comparativa del efecto del enjuague de
dioxido de cloro en la placa inducida por la gingivitis y el mal olor bucal”.
El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos clinicos del enjuague
bucal con dioxido de cloro en la placa inducida por la gingivitis y el mal
olor bucal. Se incluyeron 30 pacientes en el estudio y se dividieron en
tres grupos. Grupo-l: 10 pacientes utilizando solamente dioxido de
cloro, Grupo Il: 10 pacientes utilizando diéxido de cloro + SRP (raspado
y alisado radicular) y Grupo 1ll:10 pacientes con un indice de SRP
Gingival, el indice de placa y mediciones organolépticas se registraron
al inicio del estudio, dia siete y a los 14 dias. Se demostré que el

enjuague bucal de dioxido de cloro utilizado en un periodo de 14 dias,



fue eficaz en la reduccion del mal olor oral de la mafana. En
conclusién, los parametros clinicos de gingivitis se redujeron con el
enjuague bucal experimental utilizado durante 14 dias. El enjuague

bucal que contiene didxido de cloro mejoré la halitosis 4,

Downs R D, et al., en EEUU, en el 2015, realizaron un estudio
in vitro que compara el enjuague bucal de dioxido de cloro y la
Clorhexidina. El objetivo fue probar la capacidad de un enjuague bucal
de di6éxido de cloro activado (Oracare) para reducir o eliminar
compuestos de azufre volatil, toxinas bacterianas, y los productores de
bacterias como un precursor de los estudios in vivo para mejorar la
cicatrizacion de heridas y el tratamiento de la enfermedad periodontal.
Los resultados para la CIM para Oracare fueron mas altos que los de
clorhexidina cuando se compara directamente contra un panel de 11
especies microbianas. Sin embargo, cuando se normaliza a partes por
millén de los ingredientes activos, dioxido de cloro activado (Oracare)
rivalizado la actividad de la clorhexidina y supero en actividad hacia el
patdogeno periodontal Aggregatibacter actinomycetemcomitans. El
enjuague Oracare elimina estadisticamente mayor porcentaje de
compuestos de azufre volatil (VSC) que la clorhexidina en relacién con

el control de agua. Los resultados demuestran el potencial

13



antimicrobiano potente del diéxido cloro activado del enjuague
bucal. Ademas, el enjuague de este compuesto, cuando se utiliza como
un complemento al tratamiento periodontal convencional, puede
ayudar a promover la salud periodontal mediante la neutralizacion de

organismos bacterianos y subproductos (%),

Carvalho Weyne S, et al., en Brasil en el 2011, estudiaron “El
efecto de un enjuague bucal que contiene diéxido de cloro en la
reduccion clinica de compuestos volatiles de azufre”. El objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto clinico de un enjuague bucal que
contiene 0,3 % de diéxido de cloro en la reduccion de compuestos de
azufre volatil (VSC) por via oral. Este estudio fue un estudio
aleatorizado, Double Blind, cruzado, controlado con placebo, ensayo
clinico, con un periodo de lavado de al menos 15 dias entre los
tratamientos. Los resultados del presente estudio demuestran que la
halitosis se puede reducir con éxito por el enjuague bucal de ensayo
gue contenia 0,3 % CIO2, 0,07 % CPC, y 0,05 % NaF, basado sobre su
eficacia en la reduccion de los niveles de CAV de hasta 3 horas, similar
a CHX. No hubo diferencia entre la solucion de ensayo y la solucion

CHX en las tasas de reduccién de VSC ©),

14



Shinada K, et al., en Japdn en el 2010, estudiaron “Los efectos
de un enjuague bucal con diéxido de cloro sobre los malos olores y
bacterias salivales orales”. Este ensayo clinico fue un disefo
aleatorizado, doble ciego y cruzado con un periodo de lavado de 7 dias
y controlado con placebo. Los resultados mostraron que el enjuague
bucal que contiene dioxido de cloro mejor6 el mal aliento de la mafiana
y redujo las concentraciones de sulfuro de hidrogeno (H2S), metil
mercaptano (CHzSH) y sulfuro de dimetilo [(CHz)2 S] medidos mediante
cromatografia de gases en sujetos sanos. Por otra parte, el enjuague
bucal que contiene dioxido de cloro, utilizado durante un periodo de 7
dias, fue eficaz en la reduccién de la placa, la acumulacion de
recubrimiento de la lengua y los cargos de Fusobacterium nucleatum

en la saliva 13,

Peruzzo D C, et al., en Brasil en el 2006, estudiaron “El uso de
0,1 % de diéxido de cloro para inhibir la formacion de compuestos
volatiles de azufre de la manana (VSC)”. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de inhibicion de VSC de un enjuague bucal (diéxido
de cloro 0,1 %) disponible en el mercado en comparaciéon con su
placebo. Un estudio doble ciego de 2 pasos, cruzado, aleatorizado se

llevé a cabo con 14 estudiantes de odontologia con periodonto sano,

15



que se abstuvieron de cualquier control mecanico de la placa de
revestimiento y la lengua durante dos periodos experimentales de 4
dias. Los resultados sugieren que un enjuague bucal que contiene
diéxido de cloro parece mantener los compuestos volatiles de azufre
(VSC) en los niveles inferiores de la respiracion de la mafiana cuando

se compara con un enjuague bucal o con un placebo (19,

2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 Ecologia de la Cavidad Bucal

La ecologia comprende el estudio de las relaciones entre
los microorganismos y el ambiente. La cavidad bucal se
considera un ambiente, y sus propiedades influyen en la
composicién y la actividad de los microorganismos. El sitio
donde los microorganismos crecen es el habitat. Los
microorganismos que permanecen y se desarrollan en un habitat

particular constituyen una comunidad microbiana (7,
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A. Origen y desarrollo de la flora microbiana oral

La cavidad bucal del feto en el utero se encuentra libre
de gérmenes. A partir del nacimiento dicha cavidad queda
expuesta a microorganismos del tracto vaginal materno,
donde aparecen microorganismos tales como especies de
Corinebacterias, Lactobacilos, Coliformes y cocos
anaerobios facultativos, anaerobios estrictos y algunas veces
protozoos. Los microorganismos que colonizan al recién
nacido a partir de las ocho horas del alumbramiento
constituyen la denominada comunidad pionera 7). Los
primeros en instalarse y los mas numerosos son los
estreptococos (Streptococcus grupo Salivarius) en la lengua,
las mucosas y libres en la saliva. Pueden identificarse otros
generos: estafilococos, lactobacilos, Nneumococos,
coliformes, sarcinas, Neisseria, Haemophilus y Candida
albicans. El mas comun, que se aisla de la boca de los recién
nacidos, es el Streptococcus salivarius y junto con el
sthaphylococcus albus, la especie Neisseria y la Veillonella

forman el conglomerado inicial (18),
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Infancia y nifiez: La erupcion de los dientes temporales
proporciona una superficie diferente para la adherencia
microbiana y esto se caracteriza por la aparicion del
Streptococcus sanguis y Streptococcus mutans como
habitantes regulares de la cavidad bucal. Con el aumento en
el numero de dientes y los cambios en la alimentacién se
modificaran las  proporciones globales de los
microorganismos. Unos cuantos anaerobios llegan a
establecerse pero como el surco gingival no es profundo, su
namero permanece pequefio. Habitualmente se encuentran

actinomicetos, lactobacilos y Rothia (18),

Adolescencia: Se incrementa el numero de
microorganismos en la boca por la erupcion de los dientes
permanentes. Los espacios interproximales son mucho
mayores que en la denticion temporal pues los dientes tienen
un "cuello" mas pronunciado en la unién amelocementaria.
El surco gingival es mas profundo que en los dientes
temporales y permite un incremento mayor en los
microorganismos anaerobios. La especie Bacteroides queda

fijada en cantidad abundante, asi como las especies
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Leptotrichia, Fusobacierium y las espiroquetas. Las lesiones
de la caries dental crearan un ambiente nuevo en el cual
surgiran  algunos  microorganismos, en  especial,

estreptococos (18),

Edad adulta: Puede haber cantidades variables de placa
dental y el grado de enfermedad periodontal cronica estara
en relacibn al numero y tipos de microorganismos

encontrados @8,

De acuerdo con las tendencias observadas en el
adolescente hay un incremento en la especie Bacteroides y
las espiroquetas con el avance de la enfermedad periodontal
y la madurez de la placa dental. La placa superficial contiene
numerosos estreptococos, principalmente Streptococcus
mutans y sanguis. También se aislan con regularidad
actinomicetos y otros filamentos grampositivos vy

gramnegativos @7,

Conforme los dientes se pierden, el nimero de sitios

disponibles para la colonizacion microbiana disminuye; se
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reduce la cantidad de bacterias y varias especies
disminuyen en cantidades desproporcionadas. Los
individuos edéntulos albergan pocas espiroquetas Yy

bacteroides pero aumenta el nimero, de levaduras 17,

B. Factores que afectan el desarrollo de los

microorganismos en la cavidad bucal

Factores fisico-quimicos

Temperatura: La temperatura de la cavidad bucal oscila
entre 35y 36 °C. Esta temperatura resulta 6ptima para el
desarrollo de un amplio espectro de microorganismos.
Los factores que pueden ser influidos por la temperatura
incluyen pH, actividad iénica, solubilidad de los gases y

agregacion de macromoléculas 7).

Potencial de oOxido-reduccién (Eh): Los niveles de
oxido-reduccion suelen ser expresados como potencial
redox (Eh). Se han demostrado potenciales de Oxido-

reduccion de +30 a 310 mV para la lengua, la saliva y la
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encia adherente y otros tan bajos como -200 mV para la
biopelicula coronaria y -360 mV para el area del surco
gingival. En la cavidad bucal y especialmente en la
biopelicula dental hay diversos gradientes de
concentracion de Oz y Eh. Los microorganismos con gran
capacidad de tolerancia al oxigeno pueden sobrevivir en

el biofilm durante mas tiempo 17,

Concentracion de Hidrogeniones (pH): El pH esta
regulado por la saliva. El pH salival normal oscila entre 6,5
y 7. Los niveles de acidez de la biopelicula dental
dependen de la cantidad de acido producido por los
microorganismos del biofilm. Las bacterias que producen
cantidades importantes de &cido como los S. mutans y

Lactobacillus spp. se conocen como acidogénicas 7).

Di6xido de Carbono: Numerosos microorganismos
depende de la presencia de diéxido de carbono para su
crecimiento y desarrollo; para muchas especies la

concentracion necesaria es de alrededor del 0,03 % @7,
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Nutrientes

Nutrientes Exdgenos

Hidratos de carbono: Los carbohidratos exdgenos
son utilizados por los microorganismos de la placa
cariogénica para producir energia, conformar la matriz
de la placa y generar un medio 4cido que actia como
factor limitante, porque permite el desarrollo de
microorganismos acidégenos y aciduricos, como los

estreptococos y los lactobacilos 17,

Degradacién de aminoacidos: Algunas bacterias
originan amoniaco a partir de la arginina, cadaverina a
partir de la lisina o histamina a partir de la histidina,
originan compuestos que pueden ser utilizados como

fuente de nitrégeno por otros microorganismos 7).
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Nutrientes Enddgenos

- Fluido gingival: El fluido gingival o crevicular es un
derivado del suero que se encuentra en el surco
gingival. En él se detectan albumina, glucoproteinas,
lipoproteinas, hemina M, alfa 2-globulina, son
imprescindibles para el desarrollo de las bacterias del

biofilm subgingival 47,

Nutrientes provenientes de interacciones bacterianas

Las bacterias denominadas primeros

consumidores, utilizan Unicamente los productos

disponibles; elaboran como fruto de su metabolismo

sustancias que otras bacterias aprovechan y por eso a

ésas se las denomina consumidores secundarios @7,

C. Flora microbiana salival

La saliva contiene 99 % de agua y 1 % de sélidos

disueltos, los sélidos pueden ser diferenciados en tres
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grupos: componentes organicos proteicos, los no proteicos y
los componentes inorganicos o electrolitos. Entre los
componentes organicos se encuentra carbohidratos, lipidos,
aminoéacidos, inmunoglobulinas (IgA, IgM, 1gG), proteinas
ricas en prolina, glucoproteinas, mucinas, histinas,
estetarinas, cistatinas, urea, acido Urico, lactato y algunas
enzimas, tales como alfa amilasas, peroxidasa salivales y
anhidrasas carbodnicas. La saliva presenta, ademas gases

disueltos como nitrégeno, oxigeno, y diéxido de carbono (19,

La saliva es incolora, insipida, inodora, algo espumosa
y muy acuosa @9, El volumen de saliva segregado por una
persona varia entre 700 y 800 ml diarios con un promedio de

0,3 ml por minuto @9,

Los microorganismos que forman lo que se denomina
flora de la saliva son todos los que se han desprendido de los
sitios diversos de la cavidad bucal en donde se han asentado
poblaciones bacterianas (piezas dentarias, lengua, mucosa
de los carrillos y membranas mucosas de la faringe). La

saliva del ser humano tiene aproximadamente 6000 millones
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(6 x 10°) de bacterias por mililitro, entre las cuales estan
streptococos, peptostreptococos, Veillonella,
Corynebacterium, Neisseria, Nocardia, Fusobacterium,
Bacteroides, lactobacilos, Actinomyces, espiroquetas,

levaduras, protozoarios y otras 19,

Las investigaciones realizadas para conocer la posible
fuente de bacterias en la saliva indican que S. salivarius
comprende 47 % de los estreptococos facultativos presentes

en la saliva 19,

2.2.2 Di6xido de cloro

Tanto el diéxido de cloro (ClO2) como su precursor, clorito
de sodio (NaClO2), son oxidantes fuertes con conocidas
propiedades biocidas y viricidas. Este gas fue producido por
primera vez en 1811 por Humphrey Davy haciendo reaccionar
acido sulfarico (H2S0a4) y clorato potasico (KCIOs). Mas tarde fue
introducido como blanqueante de pulpa de madera para la
industria papelera y aun hoy es ampliamente utilizado. Como

desinfectante de agua se usO por primera vez en Ostende
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(Bélgica) a principios del siglo XX. De hecho, gran parte de los
estudios cientificos se centran en su uso en el tratamiento del
agua, desde que en los afios 70 se descubriera la produccion de
trihalometanos (THM) durante el proceso de cloracion. Su
ventaja frente al cloro (Clz) es que no genera estos

trihalometanos 2,

Fue usada terapéuticamente por primera vez en 1926 a
una concentracion de 3,5 % con el nombre de oxigeno
estabilizado por el Dr. William Koch quien lo aplico en nifios con
retraso mental esperando que tras su ingesta liberaria oxigeno
no téxico en el cerebro y estos mejorarian, sin embargo no
sucedi6 de esa forma pues el oxigeno liberado se combinaba

con los hidrogenos del organismo y se transformaba en agua.

Luego de muchos afios se volvi6 a estudiar
cientificamente sus posibilidades terapéuticas, en 1990 Yu-
Shiaw Chen y James M. Vaughn dieron a conocer un trabajo
titulado Applied and environmental microbiology que
presentaron ante la American Society for Microbiology sobre el

papel del Dioxido de Cloro en la eliminacién de rotavirus en
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monos y hombres. Posteriormente en el 2000, el Dr Friederich
W. Kuhne aprovecharia lo que habia leido y lo patentaria en
Estados Unidos (patente n° 6.086922) como tratar el VIH y el
Sida con dioxido de cloro. Finalmente Jim Humble descubri6 el
diéxido de cloro por casualidad usandolo para tratar la malaria.
Llegando a la conclusion de que combinando clorito sédico
diluido en agua al 28 % con un &cido débil como el 4cido citrico
e ingerido disuelto en agua generaba un gas el didxido de cloro

gue se dice tiene efectos sorprendentes en caso de malaria.

El diéxido de cloro, se encuentra bajo regulacion FDA,
Capitulo 21 CRF 178,1010 como agente desinfectante de
superficies de industrias alimentarias, FDA, Capitulo 21 CRF
173,300 como aditivo secundario de alimentos, es decir en el
tratamiento de agua potable y en el lavado de frutas, vegetales
y otros. Segun la FDA (2001) las concentraciones no deben
superar los 5 ppm para el tratamiento de frutas y hortalizas sin
pelar. El uso de clorito acidificado (Dioxido de Cloro), en
concentraciones entre 500 y 1200 ppm, ha sido aprobado como

sanitizante de frutas y verduras por la FDA de Estados Unidos.
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Se aprueba su uso en conjunto con acidos reconocidos como

seguros, tanto para bafio como para aplicacion por aspersion 23,

2.2.2.1 Caracteristicas

» Es considerado el mas eficiente bactericida,
fungicida, virucida y algicida.

= Aprobado para potabilizacion de agua por la EPA y
aprobado por la FDA como desinfectante de
alimentos.

= Efectivo a bajas concentraciones.

= Accidn mas rapida.

= Eficaz a pH variable.

= No permite la transferencia de informacién genética
para el desarrollo de bacterias resistentes.

= No forma compuestos téxicos y no deja residuos.

= Diez veces mas soluble que el cloro en el agua.
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2.2.2.2 Propiedades

Es un gas de color verde amarillento con un peso
molecular de 67,46. Es estable y sumamente soluble en
soluciones acuosas de hasta 20 g/l. Ademas de sus
propiedades biocidas, el dioxido de cloro mejora la
calidad del agua potable, es decir, neutraliza olores,

remueve el color y oxida al hierro y al manganeso @4,

Una de las propiedades mas interesantes del
diéxido de cloro es su eficacia biocida en un amplio
rango de pH (3 a 9). Es sensible a la luz ultravioleta y su

capacidad de oxidacion se incrementa con la acidez @4,

ClO2+ 4H™+ 5e » Cl+ 2H20

Debido a que este compuesto existe como un gas

inestable, el producto no puede comprimirse ni

distribuirse en cilindros como el cloro gaseoso. Este gas

aunque soluble y estable en agua es altamente
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explosivo bajo presion. Debe producirse in situ mediante

el uso de un generador mecanico 2,

2.2.2.3 Mecanismo de accion del Di6xido de Cloro

Tiene una amplia accion biocida, siendo
especialmente Util como fungicida y bactericida %), Es
un oxidante, biolégicamente muy efectivo en
concentraciones relativamente bajas a pH entre 5y 10.
Presenta multiples sitios de accion bioquimica sobre los
microorganismos, interfiiendo la accion de algunas
proteinas, del acido ribonucleico y altera la funcionalidad

de las membranas celulares (4,

El producto posee alta accion desinfectante,
actta directamente inhibiendo la formacion de proteinas
y acidos nucleicos, y su efectividad depende solo de la
velocidad del metabolismo de los microorganismos,
abarcando un amplio rango, elimina microorganismos
por accibn a nivel de ciclo de Krebs en los

microorganismos modificando la codificacién del RNA,
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provocando que el microorganismo no sintetice acidos
nucleicos ni proteinas por lo tanto mueren por inanicion
sin dejar informacion genética de resistencia (Accidn

virucida) @7,

La investigacion reciente en los Estados Unidos y
Canada demuestra que el diéxido de cloro destruye
enterorvirus, E. coli y amebas y es efectivo en la
destruccion de patdgenos como Giardia 'y

Cryptosporidiun (29),

Accién microbicida

El diéxido de cloro existe en el agua como CIO2
(poca o ninguna disociacién) y, por lo tanto, puede pasar
a través de las membranas celulares de las bacterias y
destruirlas. El efecto que tiene sobre los virus incluye su
adsorcién y penetracion en la capa proteica de la
capside viral y su reaccion con el RNA del virus. Como

resultado, se dafa la capacidad genética del virus ©8),
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La efectividad del diéxido de cloro depende del pH
final de la solucién, disminuyendo considerablemente en
la medida que el pH aumenta entre 7 y 10. En efecto, el
pH sube al aumentar la concentracion de dioxido de
cloro mientras que la efectividad biocida disminuye, Por
lo tanto, la recomendacion de uso de dioxido de cloro
formulado requiere verificar o modificar el pH para

optimizar la capacidad de sanitizacion de este producto

7).

Accidn oxidante

La accién oxidante a menudo mejora el gusto, olor
y color del agua. Reacciona en el agua con compuestos
fendlicos, sustancias humicas, sustancias organicas e
iones metdlicos. Por ejemplo, el diéxido de cloro oxida el
hierro, el cual se precipita fuera del agua como hidroxido
de hierro. Luego, el precipitado se remueve facilmente

mediante filtracion 9,
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Reacciona con sustancias organicas,
generalmente por oxidacion, y forma pocos compuestos
organicos clorados. Oxida al acido humico, un precursor
de los THM, con lo que minimiza la formacién de

compuestos halogenados en el tratamiento secundario

(29)

2.2.2.4 Proceso de generacion del Dioxido de cloro

El diéxido de cloro puede ser generado en el
lugar, cuando y donde se necesita por varios métodos.
Un método consiste en hacer reaccionar la sal de clorito
de sodio (NaClO2) con un &cido (un compuesto que
contiene iones de hidrogeno, H*, tales como HCI &cido

clorhidrico) de acuerdo con la reaccion:

5 NaClO2 + 4 HCI=> 4 ClO2+ 2 H20 + 5 CI' + 5 Na*

A medida que el gas dioxido de cloro destruye los

patdégenos mediante la interrupcion de las membranas

celulares, se rompe en gran parte hacia abajo para
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formar agua salada (tenga en cuenta el Na* y CI- iones
en el lado del producto de la reaccion), por lo que es un

desinfectante amigable con el medio ambiente 0,

Comunmente se genera mediante la reaccion de
clorito de sodio con cloro gaseoso (sistema de 2
compuestos quimicos) o mediante la reaccion de clorito
de sodio con hipoclorito de sodio y acido clorhidrico

(sistema de 3 compuestos quimicos) @D,

Proceso de generacion del diéxido de cloro con

dos compuestos quimicos GU:

2NaClOz + Cl2— 2CIO2 + 2NaCl

5NaClOz + 4HCI —* 4CIO2 + 2H20 + 5NaCl

Proceso de generacion del diéxido de cloro con

tres compuestos quimicos ©Gb:

NaClO + 2HCIl— Cl2 + NaCl + H20

2NaClO2 + Cl2— 2CIO2 + 2NaCl
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No existe ningun estadndar industrial para el

rendimiento de los generadores de diéxido de cloro b,

2.2.2.5 Mecanismos Farmacocinéticos

El diéxido de cloro es quimicamente reactivo
cuando se ingiere. Ningun 6rgano en particular parece
concentrarse selectivamente los subproductos después

de la exposicion (32,

Después de la ingestién oral de los monos, el
diéxido de cloro se convierte rapidamente en iones
cloruro y, en menor medida, clorito y clorato 3. En ratas,
la excrecion de cloruro y, en menor medida, ion clorito
es principalmente a través de la orina, siendo cantidades
menores excretado en las heces @4, A niveles bajos
tipicos de agua potable, el dioxido de cloro se
descompone por reacciones de oxidacién-reduccién con

la saliva y el contenido del estémago %),
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Absorcion: No se encontrd informacion acerca de los
mecanismos de absorcion de dioxido de cloro. Al ser un
fuerte oxidante, es probable que sufra reacciones redox
rapidos dentro de los tejidos biologicos en lugar de ser
absorbido como compuesto original. Niveles de clorito
se han medido en la orina después de la exposicién oral
a dioxido de cloro o clorito, lo que indica que un cierto
grado de clorito la absorcién se produce a través del
tracto digestivo. Debido a la naturaleza altamente
reactiva del Clorito, en si mismo un fuerte oxidante, se
esperaria que la absorcién ocurra a través de la difusiéon

pasiva en vez de mecanismos de transporte activo ©6).

Distribucion: No se encontré informacion sobre el
transporte de diéxido de cloro en la sangre. Sin
embargo, basado en el hecho de que la fuerte propiedad
oxidante del di6xido de cloro probablemente se traduce
en la conversion rapida a clorito (también un oxidante
fuerte) en los sistemas bioldgicos, y en ultima instancia
a cloruro de iones, seria de esperar que la distribucién

sequiria patrones de distribucién i6nicos normales ©6),
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Metabolismo: Aunque no se encontré informacién
sobre los mecanismos del metabolismo del dioxido de
cloro y el clorito en la transformacion final a los iones de
cloruro es probable que se logre a través de las
reacciones redox con una variedad de sustancias en

sistemas biolégicos que se oxidan facilmente ),

Excrecion: No se encontré informacion acerca de los
mecanismos especificos de excrecién del dioxido de
cloro, clorito, o sus metabolitos. Sin embargo, ya que el
ion cloruro es el producto de excrecion principal de
diéxido de cloro y clorito, se esperaria que los
mecanismos excretores sean similares a los

responsables de la excrecion de otros iones ©6).
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2.2.2.6 Perfil toxicologico

La OSHA (Administracion de Salud y Seguridad
en el Trabajo) regula el nivel de dioxido de cloro en el
aire en el ambiente ocupacional. El limite de exposicion
ocupacional al dioxido de cloro para una jornada de 8
horas diarias, 40 horas por semana es de 0,1 partes por
millon (0,28 miligramos por metro cubico mg/m3). La
EPA (Agencia de Proteccion del Medio Ambiente), ha
establecido una concentracion maxima permitida en
agua potable de 0,8 miligramos de dioxido de cloro por
litro de agua (mg/L) y 1,0 mg/L del ién de clorito. Debido
a que el diéxido de cloro se descompone rapidamente
en el aire formando cloro gaseoso y oxigeno, es
improbable que se respire niveles peligrosos de diéxido
de cloro. Cuando reacciona en el agua, forma iones

clorito, clorato y cloruro ©6),

El diéxido de cloro y el clorito actian rapidamente

cuando entran al cuerpo transformandose rapidamente

a iones de clorito, los cuales se descomponen hasta
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convertirse en iones de cloruro. En el cuerpo, estos
jones son utilizados en muchos procesos normales.
Algunos iones de cloruro abandonan el cuerpo,
principalmente en la orina, en cuestion de horas o dias.
La mayoria del clorito que no se descompone también
abandona el cuerpo en la orina unos cuantos dias luego

de la exposicion al diéxido de cloro o al clorito 36),

El diéxido de cloro y el clorito son agentes
oxidantes fuertes que reaccionan facilmente al entrar en
contacto directo con los tejidos bioldgicos, lo que resulta
en irritaciébn local, mecanismos por el cual ejercen
efectos hematol6gicos tales como metahemoglobinemia
en los seres humanos y animales. Alteraciones en otros

factores de la sangre no se conocen actualmente ),

En estudios de hasta doce semanas con
voluntarios no se observdé ningun efecto sobre los
parametros sanguineos con la dosis mas alta evaluada

(36 ug/kg de peso corporal al dia) 36),
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Efectos sistémicos:

a) Efectos respiratorios

Se dispone de una informacion muy limitada
sobre los efectos respiratorios en los seres humanos
después de la exposicion oral a dioxido de cloro o
clorito. Sin embargo se presentd dificultad
respiratoria en un paciente que habia ingerido 10 g
de clorito de sodio disuelto en 100 ml de agua en un
aparente intento de suicidio 7)., Si se respira aire que
contiene grandes cantidades de di6xido de cloro
gaseoso, podria sufrir irritacion de la nariz, la

garganta, y los pulmones ),

b) Efectos gastrointestinales

La informacion relativa a los efectos

gastrointestinales en los animales después de la

exposicién oral a diéxido de cloro o clorito es

limitada. Informaron de eritema y ulceracién de la
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mucosa oral en monos verdes africanos adultos
expuestos a didxido de cloro en el agua de bebida
durante 30 y 60 dias a una concentracién que dio

lugar a una dosis de aproximadamente 9 mg/kg/dia

(38),

Relacionada con la dosis, mayor gravedad de
la salivacién y alteraciones histopatologicas en el
estbmago (incluyendo hiperplasia escamosa
epitelial, hiperqueratosis, ulceracion, inflamacién
cronica, y edema) se observaron en los grupos de
ratas administradas con clorito de sodio en dosis de
alimentacion por sonda de 25 o 80 mg/kg/dia
(equivalente a 19 o 60 mg de clorito/kg/dia,
respectivamente) durante 13 semanas; estos
efectos no se observaron a una dosis de 7,4 mg de

clorito/kg/dia 9,
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c) Efectos hematologicos

No se observaron parametros hematolégicos
alterados en sujetos varones adultos que
consumieron dioxido de cloro en solucién acuosa
gue resultdé en una sola dosis de aproximadamente
0,34 mg/kg de diéxido de cloro o en otros adultos
varones que consumieron aproximadamente 0,04

mg/kg/dia durante 12 semanas “0),

No se observaron efectos hematoldgicos con
dioxido de cloro o clorito en los habitantes de un
pueblo rural que fueron expuestos durante 12
semanas a través de dioxido de cloro en el agua
potable en concentraciones medidas semanalmente

entre 0,25y 1,11 mg/L (didéxido de cloro) “1,

d) Efectos hepaticos

No hay indicios de efectos hepaticos adversos

observados en sujetos varones adultos que
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consumieron dioxido de cloro en solucion acuosa
gue resultaron en una dosis de aproximadamente
0,34 mg/kg o en otros adultos varones que
consumieron aproximadamente 0,04 mg/kg/dia

durante 12 semanas (2 (43),

e) Efectos renales

f)

No hay alteracion de la funcién renal con
diéxido de cloro en los habitantes de un pueblo rural
que fueron expuestos durante 12 semanas a traves
de diéxido de cloro en el agua potable en
concentraciones medidas semanales oscila entre

0,25y 1,11 mg/L (diéxido de cloro) “4,

Efectos endocrinos

No hay informes que manifiesten que los

efectos endocrinos podrian estar asociados con la

exposicién oral a diéxido de cloro o clorito en los

seres humanos. Los estudios en animales se limitan
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a la reduccion significativa en los niveles de la
hormona tiroidea T4 en monos verdes africanos que
consumieron aproximadamente 9 mg de diéxido de
cloro/kg/dia desde el agua de bebida durante 6
semanas o0 aproximadamente 58,4 mg de

clorito/kg/dia durante 8 semana ©8),

g) Efectos peso corporal

No hay informes en la que los efectos del peso
corporal pueden estar asociados con la exposicion
oral al di6éxido de cloro o clorito en los seres

humanos.

Sin embargo se redujo significativamente el
aumento de peso corporal (hasta un 18 % mas bajo
gue los controles) en ratas macho expuestas a
diéxido de cloro en el agua de bebida durante 11
meses a concentraciones resultantes en dosis

estimadas que van desde 0,12 hasta 120 mg/kg/dia

(45).
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h) Efectos Inmunoldgicos y Linforreticular

No hay informes en la que los efectos
inmunoldgicos o linforreticulares podrian estar
asociados con la exposicion oral a diéxido de cloro o

clorito en los seres humanos.

Los datos en animales se restringen a las
cuentas limitadas de alteracion del peso del timo y el

bazo relacionados con el tratamiento “9),

Efectos neurolégicos

No hay informes en la que los efectos

neuroldgicos podrian estar asociados con la

exposicién oral a diéxido de cloro o clorito en

humanos o animales.
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j) Efectos sobre lareproduccion

No hay informes en la que los efectos
reproductivos podrian estar asociados con la
exposicion oral a diéxido de cloro o clorito en los

seres humanos.

Existe una escasez de pruebas de efectos
reproductivos en animales después de la exposicion
oral a dioxido de cloro o clorito. Ligera, pero
significativamente alterado la morfologia y motilidad
de los espermatozoides se observaron en ratas
macho expuestas a clorito de sodio en el agua de
bebida durante 66 - 76 dias a concentraciones que
dieron lugar a las dosis estimadas de clorito 9 y 37
mg/kg/dia. No hay alteraciones relacionadas con la
dosis en las tasas de fertilidad o tejidos
reproductores (tanto el examen macroscopico e
histopatolégico) fueron vistos y no se observaron
efectos adversos en un nivel de dosis de clorito de

0,9 mg/kg/dia “47) (48),
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k) Céancer

No hay informes situados en el que el cancer
podria estar asociado con la exposicidn oral al

diéxido de cloro en los seres humanos.

) Laexposicién dérmica

No hay informes respecto a los efectos
adversos en los seres humanos después de la
exposicién dérmica a diéxido de cloro o clorito. No se
sabe si es posible absorber di6xido de cloro o clorito

a través de la piel.

La informacién disponible en los animales se
limita a un informe de que una solucién que contiene
las concentraciones de didéxido de cloro de
aproximadamente 9,7 a 11,4 mg/L era irritante para

la piel de los ratones en un ensayo de 48 horas (9,
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La exposicion cutanea a altas
concentraciones da lugar a irritacion, debido a las
propiedades oxidantes de didxido de cloro y el
clorito. El clorito de sodio no fue carcinogénico en
ratones tratados por via dérmica durante 51

semanas 6,

No hay informes respecto a la muerte en los
seres humanos o los animales después de la

exposicion cutanea a dioxido de cloro o clorito.

m) Genotoxicidad

No hay informes sobre la genotoxicidad de

diéxido de cloro o clorito en los seres humanos.

El potencial genotoxico de dioxido de cloro y
el clorito se ha evaluado en una serie de sistemas de
prueba de genotoxicidad estandar, lo que resulta en
resultados positivos y negativos. El diéxido de cloro

no fue mutagénico (ya sea con 0 sin activacion
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metabdlica) en un ensayo Ames de cepas de
Salmonella typhimurium TA 97, TA98, TA100 y
TA102 “9), pero una respuesta débilmente positivo
(sin activacion metabdlica) en la cepa TA100 se
observo en otro ensayo de Ames. El diéxido de cloro
no aumento aberraciones cromosomicas en células

de hamster chino ©9,

2.3 DEFINICION DE TERMINOS

Antimicrobiano: Sustancia que impide el desarrollo de los

microorganismos: bacterias, hongos, protozoos y virus.

Bactericida: Que destruye o lisa las bacterias.

Compuestos de azufre volatiles (vsc): Son compuestos sulfuricos
volatiles, como el sulfuro de hidrégeno, mercaptano de metilo, sulfuro
de dimetilo y otras sustancias quimicas (cadaverina y putrescina,
diaminas fétidas), son en parte, responsables por el olor de que se

guejan los pacientes con halitosis.
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Flora salival: Géneros y especies microbianas presentes en la saliva.

Halitosis: También conocida como mal aliento, es un conjunto de olores
desagradables que se emiten por la boca. El mal aliento de origen bucal,
surge generalmente por procesos de putrefaccion provocados por
bacterias. Las bacterias producen productos metabdlicos sulfurados que

son la causa real del mal aliento.

Halo de Inhibicién: zona alrededor de un disco en el que no se
produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada con el

germen.

Saliva en reposo o no estimulada: Se define como aquella que es
producida espontaneamente, en ausencia de estimulos salivales

exdgenos o farmacoldgicos y en situacion de relajacion.

Saliva estimulada: Es la que se obtiene después de haber sometido
al sujeto a estimulos por una variedad de agentes (gustatorios y
masticatorios) como cera o parafina. Difiere de la de reposo no
solamente por la cantidad, sino también por presentar cambios en su

composicion.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo y disefio de la investigacién

3.1.1 Tipo de la investigacion

Aplicada: Porque busca la aplicacibn o utilizacion de los

conocimientos que se adquieren, hace uso de los métodos del

pasado o teorias de la investigacion béasica para resolver un

problema existente.

Transversal: Todas las variables son medidas en una sola

ocasion; por ello de realizar comparaciones, se trata de muestras

independientes.

Prospectivo: Porque el registro de los datos necesarios para el

estudio son recogidos después de efectuado el experimento.



3.1.2 Disefio de investigacién

Cuasi-Experimental: Porque manipula al menos una variable

independiente para observar su efecto y relacion con una o mas

variables dependientes.

3.1.3 Nivel de investigacion

Explicativa: porque tienen la finalidad de explicar el

comportamiento de una variable en funcion de otra u otras.

3.2 Poblacion y Muestra

3.2.1 Poblacioén

La poblacion estuvo conformada por 160 muestras de

saliva de los estudiantes de la escuela de Farmacia y Bioquimica

de la Universidad Jorge Basadre Grohmann.
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3.2.2 Muestra

Estuvo conformada por 25 muestras de saliva. El tipo de
muestreo fue no probabilistico a conveniencia, debido a que
antes de tomar las muestras de los participantes, se verifico si

estos cumplian los criterios de inclusion y exclusion.

3.3 Técnicas e instrumentos para la recoleccidén de datos

3.3.1 Seleccion del paciente

Para la seleccién de los participantes se tuvo en cuenta

los siguientes criterios:

a) Criterios de inclusién

- No haberse cepillado los dientes antes del tratamiento por
lo menos en una hora.

- Pacientes que firmaron su consentimiento informado para
la obtencién de muestra.

- Participantes en buen estado de salud general.
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- Participantes que no estén recibiendo medicacion
antibidtica, antiséptica, o antinflamatoria.

- No tener habito de consumo de alcohol o droga.

b) Criterios de exclusion

Participantes que estén usando enjuagues bucales de

cualquier tipo.

- Participantes que tengan enfermedad periodontal de
forma generalizada.

- Participantes que estuvieron con medicacion antibiotica.

- Participantes que tengan enfermedades sistémicas.

El trabajo se realiz6 en los ambientes del laboratorio de

Microbiologia de la escuela de Farmacia y Bioquimica de la

universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.

3.3.2 Obtencién del Di6xido de Cloro a diferentes concentraciones

En este trabajo se utilizé diéxido de cloro (ClO2) formulado

como HIDROCHLORR-100DC (HYDROTECH PERU IMPORT
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E.I.R.L, Lima Peru) que contiene 10 % (100 000 ppm) de diéxido
de cloro, estabilizado, sin cloro libre u otros cloritos y carente de

efecto residual.

Las diferentes concentraciones de dioxido de cloro se
obtuvieron diluyendo el producto formulado con agua destilada,
libre de fuentes de cloro, en el mismo dia de uso, ajustando el

pH con HCI al 4 %, hasta obtener un pH optimo de 5 - 6.

La obtencién del di6xido de cloro a la concentracion de

0,03 % se realizé de la siguiente manera:

Ci1xVi=C2xV2
10 % x V1 =0,03 % x 100 ml

V1=0,3ml

Colocamos en un frasco 0,3 ml de Dioxido de Cloro al 10
% y completamos hasta 100 ml con agua destilada. Ajustamos
el pH inicial de 7,5 a 6 empleando HCl al 4 %. Se realiz6 el mismo
procedimiento para las demas concentraciones de dioxido de

cloro.
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DIAGRAMA DE FLUJO

Obtencion del ClIO2 a diferentes
concentraciones

A 4

Di6xido de cloro (CIOy)
estabilizado formulado al 10 %

Dilucion con agua

ClOzal 0,03 %
V. ClO2: 0,3 ml
V. agua destilada

: csp 100 ml

ClOz al 0,05 %
V. ClO2: 0,5 ml
V. agua destilada

: csp 100 ml

destilada

\ 4
Ajustar el pH a 6
con HCl al 4 %
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A 4

ClO2 al 0,08 %
V. ClO2: 0,8 ml
V. agua destilada

: csp 100 ml

ClO;z al 0,10 %
V. ClIO2: 1 ml
V. agua destilada

: csp 100 ml

ClOz al 0,15 %
V. ClO2: 1,5 ml
V. agua destilada

: csp 100 ml




3.3.3 Obtencién de la muestra Salival

Se procedio a la recoleccion de muestras de saliva no
estimulada de los participantes seleccionados de la escuela de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Jorge Basadre
Grohmann, en frascos estériles en un volumen minimo de 2 ml
de saliva por persona. La muestra fue transportada al laboratorio

y se procedi6 a procesarla dentro de los 30 minutos.

3.3.4 Estandarizacion de la muestra salival

La muestra se estandarizo comparandola con la escala de

turbidez del tubo N° 0,5 de la escala de Mc Farland.

3.3.5 Siembra de la muestra

Bajo condiciones estériles se procedié a sembrar por
diseminacién con asa bacterioldgica 100 pl de la muestra salival
estandarizada en placas Petri que contenian Agar Tripticasa
Soya (TSA). Utilizandose el método de difusion en agar. Se dejo

de 3 a 5 minutos para el secado.
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3.3.6 Preparacion de los discos de sensibilidad con las diferentes

Concentraciones del Dioxido de Cloro.

Se utilizé el método de difusion en disco, el cual consistio
en preparar discos de papel de filtro estériles, los cuales fueron
sumergidos en solucién de diéxido de cloro a diferentes

concentraciones y en agua destilada.

Con pinzas estériles se procedi6é a colocar en cada placa
discos con un didmetro de 6 mm con 5 ul de agua destilada
(Control Negativo) y discos con 5 ul de diéxido de cloro en

concentraciones de 0,03 %, 0,05 %, 0,08 %; 0,10 % y 0,15 %.

3.3.7 Incubacioén

Posteriormente se colocaron las placas Petri en la

incubadora a 37 °C por 24 horas para luego proceder con la

lectura.
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3.3.8 Coloraciéon Gram

Basandose en su reaccion a la tincion Gram, las bacterias
pueden dividirse en dos grupos: Gram (+) y Gram (-). Las
bacterias Gram (+) se ven de color purpura-violeta 'y las Gram (—

) de color rojizo-rosado.

En un porta se coloc6 una gota de agua destilada a la cual
con el asa de siembra, previamente esterilizada a la llama, se
lleva unas colonias que crecieron alrededor de los halos y se
procedi6 a realizar la coloracién Gram, al llevarlo al microscopio
se observé que estos pertenecian al grupo de bacterias cocos

Gram positivos y Gram negativos.

3.3.9 Recolecciéon de Datos

La recoleccion de datos se realizé de forma manual, para

lo cual se utilizaron fichas de datos.
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Consentimiento informado

Todos los procedimientos realizados en el presente
estudio fueron previamente explicados a los participantes
absolviendo cualquier duda e inquietud, preservando la
integridad y los derechos fundamentales de los participantes, de
acuerdo con los lineamientos de las buenas practicas clinicas,

garantizandose la confidencialidad de los datos obtenidos.

Ficha de recoleccion de datos

En el presente trabajo se utilizd un instrumento (ver anexo
N° 2) que fue llenado por el investigador. A las 24 horas de haber
realizado la siembra y posterior incubacion a 37 °C se procedio
a realizar la lectura y el llenado de la ficha de recoleccion de
datos. El instrumento tuvo la funcién de recolectar y registrar los
datos sobre la medida individual de los halos en mm, formados
en cada uno de los discos embebidos con el Didxido de Cloro a
diferentes concentraciones, y agua destilada, tomandose en

cuenta los siguientes criterios:
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- Identificacion de la muestra.
- ldentificacion de las concentraciones utilizadas.

- Medida en milimetros del halo de inhibicién formado.

Analisis de resultados

Para interpretar los resultados del estudio de acuerdo a
los objetivos e hipdtesis, se midieron y compararon los didametros
de los halos de inhibicion, entre las diferentes concentraciones
del Dioxido de Cloro. Para la interpretacion de los resultados en
la evaluacion de tipo cuantitativa se tomd como referencia los
diametros de halo de inhibicion y para la interpretacion de los
resultados en la evaluacion de tipo cualitativa se tomé como

referencia la escala de Duraffourd (1983).

= Nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm.

= Sensible (Sensible =+) de 9 a 14 mm.

= Muy sensible (muy sensible = ++) de 15 a 19 mm.

= Sumamente sensible (S.S.= +++) si fue igual 6 superior

a 20 mm.
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3.4 Materiales y/o instrumentos

3.4.1 Materiales

- Tubos de ensayo.

- Placas Petri 10x100.

- Pipetas automaticas.

- Pipetasde 1 mly 5 ml.

- Matraz de 50 ml.

- Vasos precipitados de 200 ml.
- Porta objetos.

- Mechero de vidrio.

- Asa bacteriolégica.

- Pinzas.

- Hisopos estériles.

- Frascos de vidrio de 100 ml.

- Envases estériles para toma de muestra.
- Guantes descartables.

- Guantes estériles.

- Mascarilla simple.

- Gorros descartables.
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- Papel Whatmann N°41.
- Agar Tripticasa Soya (TSA).
- HCl al 4 %.

- Dioxido de cloro 10 %.
- Suero fisiolégico.

- Agua destilada.

- Alcohol 70 %.

- Cristal violeta.

- Lugol.

- Colorante Gram.

- Safranina.

- Tira de pH.

3.4.2 Instrumentos

- Balanza Analitica aeAdam PW124.

- Incubadora BIONET SA. U-53226904-0005.
- Autoclave Solingen 32220025-0007.

- Estufa Tomos ODMG-9030.

- Microscopio Phenix XSP-15A 04020001
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3.5 Procesamiento de datos

Los datos obtenidos de la ficha de recoleccion fueron
procesados utilizando el programa estadistico SPSS v24.0 y la base
de datos Excel. Los datos se compararon utilizandose el método de
analisis estadistico, tales como el promedio, maximo, minimo, y
desviacion estandar. Para establecer las diferencias significativas entre
las concentraciones se utilizd la prueba de significancia de Tukey.
Obteniéndose resultados que seran presentados en tablas y gréaficos

de acuerdo con los objetivos sefalados.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Basado en los resultados del presente trabajo de investigacion in
vitro para evaluar el efecto bactericida in vitro a diferentes concentraciones
del dioxido de cloro sobre la flora microbiana salival, se trabajé con 25
muestras para cada dilucidén, evaluandose la susceptibilidad de la flora
microbiana salival por el método de difusiébn en disco (Kirby Bauer)
utilizandose discos de papel filtro, impregnados con diéxido de cloro a la
concentracion de 0,03 %; 0,05 %; 0,08 %; 0,10 %; 0,15 % y agua destilada,
comprobandose la sensibilidad de las bacterias que conforman la flora
microbiana salival. Obteniéndose las siguientes tablas y figuras para la

mejor interpretacion de los resultados.



Tabla N° 1. Halos de inhibicion de las diferentes concentraciones de

Dioxido de Cloro

Muestra Didxido de Cloro (ClO;) Agua
salival 0.03% 0,05 % 0,08 % 0,10 % 0,15 % destilada
1 15 12,5 23,5 19,5 25 6
2 14,5 13,5 24 17,5 26 6
3 13 14 25 18 25,5 6
4 13,5 16,5 23 19.5 28 6
5 15 16 19 19,5 27,5 6
6 14 16,5 21,5 20 26,5 6
7 15,5 18 24,5 20 29,5 6
8 15 18,5 25 19,5 31,5 6
9 12,5 17 22,5 20,5 29 6
10 12 17 23,5 21,5 30,5 6
11 13,5 17,5 22 23 27,5 6
12 14 18 23 25,5 29,5 6
13 13 20 20,5 23,5 32 6
14 13,5 17,5 19,5 22 28,5 6
15 14,5 17 18 23 29 6
16 15,5 19 21 22,5 29,5 6
17 15 19,5 19,5 22 30 6
18 13,5 20 20 23 30,5 6
19 12,5 18,5 19 25 33,5 6
20 13 19 20,5 24,5 32,5 6
21 14,5 16,5 20 24 30 6
22 13,5 17 22,5 23,5 33,5 6
23 15 18,5 21 26 31 6
24 14 19 20,5 27 29 6
25 14,5 16,5 21,5 28.5 28,5 6
PROMEDIO 13,98 17,32 21,6 22,34 29,34 6

Fuente: Elaboracion propia

Todas las concentraciones utilizadas del Dioxido de Cloro presentan

efecto bactericida. Este efecto se incrementa conforme va aumentando las

concentraciones, aumentando asi el halo de inhibicién. EI menor halo de

inhibicion obtenido fue de 12 mm, en la muestra 10 a una concentracion de
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0,03 % y el mayor halo de inhibicién fue de 33,5 que se obtuvo de la

muestra 19 y 22 a una concentracion de 0,15 %.

En cuanto al promedio de los halos los resultados obtenidos indican
gue el menor promedio de halo que fue de 13,98 mm se obtuvo a la
concentracion de 0,03 % y el mayor promedio de halo de inhibicién fue de

29,34 mm a la concentracion de 0,15%.

El agua destilada no presento halo de inhibicién. Los halos de

inhibicion formados sobre la flora microbiana salival, mediante el método

de difusién en disco (Kirby Bauer) se midieron en milimetros.
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Tabla N° 2. Grado de sensibilidad de la flora microbiana salival generado
por el diéxido de cloro a diferentes concentraciones segun la

escala de Duraffourd.

GRADO DE CONCENTRACION DE DIOXIDO DE CLORO AGUA

SENSIBILIDAD 003% 005% 008% 010% 015% DESTILADA

Nula (-) 6
<=8mm
Sensible (+) 13,98
9-14 mm
Muy sensible (++) 17,32
15-19 mm

Sumamente 21,60 22,34 29,34
sensible (+++)
20 mm a mas

Total 25 25 25 25 25 25

Fuente: Elaboracién propia

En la presente tabla, se observa el grado de sensibilidad de la flora
microbiana salival de acuerdo a los promedios de halos de inhibicion segun
la escala de Duraffourd. Se determin6 que a la concentracion de 0,03 %
presentd halos de inhibicion catalogado como sensible (+); a la
concentracion de 0,05 % present6 halos de inhibicion catalogado como muy
sensible (++); a la concentracion de 0,08 %, 0,10 %, 0,15 % presento halos
de inhibicion catalogados como sumamente sensibles (+++). El control
negativo (Agua destilada) no presentd halos de inhibicién, manteniéndose
como constante 6 mm que es el diametro de los disco de papel estéril,

obteniéndose una sensibilidad Nula (-).
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Tabla N° 3. Analisis de varianza de las comparaciones del efecto

bactericida a distintas concentraciones del di6xido de cloro

(ClO,).
ANOVA

Medida de Halos de inhibicién (mm)

Suma de Grados de Media

cuadrados libertad cuadratica
Entre grupos 3362,468 4 840,617
Dentro de grupos 531,400 120 4,428
Total 3893,868 124

Fuente: SPSS Statistics v 24

F Sig.
189,827 0,000

El modelo del andlisis de varianza de un factor del disefio completamente

aleatorizado es la ecuacion:

X,=m+e  1=12345  j=12..,125

1) Formular la hipétesis:

Ho o 14y = 1, = 1y = 1, = i, (LOS tratamientos no difieren entre si)

Hoo iy # 1y # 1 # 1, # 4 (LOS tratamientos difieren entre si)

2) Nivel de significancia:

a=5%=0,05
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3) Estadistico de prueba:

ANOVA, Prueba de Tukey

4) Decision

P =0,000 < «=0,05entonces se rechaza H,

5) Conclusion

Al nivel del 5 % de significancia se concluye que existen diferencias

significativas entre las medias de las concentraciones del dioxido de

cloro P = 0,000 < 0,05 (estadisticamente significativo).
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Tabla N° 4. Halos de inhibicidn del efecto bactericida de las distintas

concentraciones del ClOa.

Concentraciones Desviacion
del ClO2 N Media estandar Minimo Maximo

0,03 % 25 13,980 0,9840 12,0 15,5
0,05 % 25 17,320 1,8978 12,5 20,0
0,08 % 25 21,600 1,9948 18,0 25,0
0,10 % 25 22,340 2,8893 17,5 28,5
0,15 % 25 29,340 2,2900 25,0 33,5

Total 125 20,916 2,0112 12,0 33,5

Fuente: SPSS Statistics v 24

En la tabla N° 4, se observa la medida de los halos de inhibicién producido
por las diferentes concentraciones del dioxido de cloro sobre la flora
microbiana salival. A la concentracion de 0,03 %, se observa que el mayor
didmetro de halo de inhibicion fue de 15,0 mmy el menor de 12.0 mm. A la
concentracion de 0,05 %, el mayor diametro de halo de inhibicién fue de
20,0 mm y el menor de 12.5 mm. A la concentracion de 0,08 %, el mayor
didmetro de halo de inhibicién fue de 25,0 mmy el menor de 18.0 mm. A la
concentracion de 0,10 %, el mayor diametro de halo de inhibicién fue de
28,5 mm y el menor de 17,5 mm, también se aprecia que a esta
concentracion se obtuvo una mayor desviacion estandar que fue de 2,8893.
A la concentraciéon de 0,15 %, se observa que el mayor diametro de halo

de inhibicion fue de 33,5 mm y el menor de 25,0 mm.
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Concentracion de ClO2

Grafico N° 1. Promedio de los halos de Inhibicion de las diferentes
concentraciones del didxido de cloro.

Fuente: Tabla N° 4

En el grafico N° 1, se observa los promedios de halos de inhibicién de las

diferentes concentraciones, como se puede apreciar el efecto bactericida

se incrementa a medida que aumenta la concentracién del diéxido de cloro.
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Tabla N° 5. Prueba de significancia de Tukey: Comparacion multiple.

Comparaciones multiples
Variable dependiente: MEDIDA DE HALOS DE INHIBICION (mm)

HSD Tukey
Diferencia de
(I) CONCENTRACIONES (J) CONCENTRACIONES medias (I-J) Sig.
Diéxido de cloro 0,03 % 0,05 % -3,3400" 0,000
0,08 % -7,6200" 0,000
0,10 % -8,3600" 0,000
0,15 % -15,3600" 0,000
Diéxido de cloro 0,05% 0,03 % 3,3400" 0,000
0,08 % -4,2800" 0,000
0,10 % -5,0200" 0,000
0,15 % -12,0200" 0,000
Diéxido de cloro 0,08 % 0,03 % 7,6200" 0,000
0,05 % 4,2800" 0,000
0,10 % -0,7400 0,726
0,15 % -7,7400" 0,000
Di6xido de cloro 0,10 % 0,03 % 8,3600" 0,000
0,05 % 5,0200" 0,000
0,08 % 0,7400 0,726
0,15 % -7,0000" 0,000
Diéxido de cloro 0,15 % 0,03 % 15,3600 0,000
0,05 % 12,0200" 0,000
0,08 % 7,7400° 0,000
0,10 % 7,0000" 0,000

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Fuente: SPSS Statistics v 24

En latabla N° 5, se observan las comparaciones multiples entre las distintas
concentraciones de didxido de cloro, determinandose si presenta diferencia

estadisticamente significativa en el efecto bactericida.
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Tabla N° 6. Resumen de la prueba de significancia de Tukey.

Comparaciones multiples

Diferencia de

(I) CONCENTRACIONES (J) CONCENTRACIONES medias (I-J) Sig.
Didxido de cloro 0,05% 0,03 % 3,3400" 0,000
Ditxido de cloro 0,08 % 0,03 % 7.6200" 0,000
0,05 % 4,2800* 0,000
Didxido de cloro 0,10 % 0,03 % 8,3600" 0,000
0,05 % 5,0200" 0,000
Ditxido de cloro 0,15 % 0,03 % 15,3600 0,000
0,05 % 12,0200" 0,000
0,08 % 77400 0,000
0,10 % 7,0000" 0,000

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Fuente: SPSS Statistics v 24

En la comparacion por pares entre el dioxido de cloro a la
concentracion de 0,05 %y al 0,03 % se observa que si hay diferencia
significativa entre las medias (p < 0,05); por lo tanto no tienen efecto

bactericida similar, con una diferencia de media de 3,3400 mm a

favor del diéxido de cloro al 0,05 %.

En la comparacion por pares entre el dioxido de cloro a la
concentracion de 0,08 %y al 0,03 % se observa que si hay diferencia
significativa entre las medias (p < 0,05); por lo tanto no tienen efecto

bactericida similar, con una diferencia de media de 7,6200 mm a

favor del diéxido de cloro al 0,08 %.
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En la comparacion por pares entre el dioxido de cloro a la
concentracion de 0,08 %y al 0,05 % se observa que si hay diferencia
significativa entre las medias (p < 0,05); por lo tanto no tienen efecto
bactericida similar, con una diferencia de media de 4,2800 mm a

favor del di6éxido de cloro al 0,08 %.

En la comparacion por pares entre el dioxido de cloro a la
concentracion de 0,10 %y al 0,03 % se observa que si hay diferencia
significativa entre las medias (p < 0,05); por lo tanto no tienen efecto
bactericida similar, con una diferencia de media de 8,3600 mm a

favor del diéxido de cloro al 0,10 %.

En la comparacion por pares entre el dioxido de cloro a la
concentracion de 0,10 %y al 0,05 % se observa que si hay diferencia
significativa entre las medias (p < 0,05); por lo tanto no tienen efecto
bactericida similar, con una diferencia de media de 5,0200 mm a

favor del di6éxido de cloro al 0,10 %.

En la comparacion por pares entre el dioxido de cloro a la

concentracion de 0,15 %y al 0,03 % se observa que si hay diferencia

significativa entre las medias (p < 0,05); por lo tanto no tienen efecto
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bactericida similar, con una diferencia de media de 15,3600 mm a

favor del di6xido de cloro al 0,15 %.

En la comparacion por pares entre el dioxido de cloro a la
concentracion de 0,15 %y al 0,05 % se observa que si hay diferencia
significativa entre las medias (p < 0,05); por lo tanto no tienen efecto
bactericida similar, con una diferencia de media de 12,0200 mm a

favor del di6éxido de cloro al 0,15 %.

En la comparacion por pares entre el dioxido de cloro a la
concentracion de 0,15 % y 0,08 % se observa que si hay diferencia
significativa entre las medias (p < 0,05); por lo tanto no tienen efecto
bactericida similar, con una diferencia de media de 7,7400 mm a

favor del di6xido de cloro al 0,15 %.

En la comparacion por pares entre el dioxido de cloro a la
concentracion de 0,15 %y al 0,10 % se observa que si hay diferencia
significativa entre las medias (p < 0,05); por lo tanto no tienen efecto
bactericida similar, con una diferencia de media de 7,0000 mm a

favor del di6éxido de cloro al 0,15 %.
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Tabla N° 7. Prueba de Significacion de Tukey.

MEDIDA (mm)

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0,05
(medida de halos mm)

CONCENTRACIONES N 1 2 3 4
Diéxido de cloro 0,03 % 25 13,980
Diéxido de cloro 0,05 % 25 17,320
Diéxido de cloro 0,08 % 25 21,600
Diéxido de cloro 0,10 % 25 22,340
Diéxido de cloro 0,15 % 25 29,340
Sig. 0,000 0,000 0,726 0,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 25,000.

N: NUmero de muestras.

Fuente: SPSS Statistics v 24

En la tabla N° 6, se expresa la prueba de significacion de Tukey al 95 % de
confiabilidad. Se ilustra las medias de los halos de inhibicién agrupadas en
las cinco distintas concentraciones del didxido de cloro, se observa que las
medias de los halos de inhibicion formados para las concentraciones del
diéxido de cloro al 0,08 % y 0,10 % no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre ellas. La concentracion del diéxido de
cloro al 0,03 % muestra diferencias estadisticamente significativas con
respecto a las concentraciones de 0,05 %; 0,08 % 0,10 % y 0,15 %. La

concentraciéon del diéxido de cloro al 0,05 % muestra diferencias
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estadisticamente significativas con respecto a las concentraciones de 0,03
% 0,08 % 0,10 % y 0,15 %. La concentracion del diéxido de cloro al 0,08 %
muestra diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
concentracion de 0,03 %, 0,05 %, 0,15 %. La concentracion del dioxido de
cloro al 0,10 % muestra diferencias estadisticamente significativas con
respecto a las concentraciones de 0,03 %, 0,05 % y 0,15 %. La
concentracion del dioxido de cloro al 0,15 % muestra diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las concentraciones de 0,03

%, 0,05 %, 0,08 % y 0,10 %.
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Gréafico N° 2. Comparacioén multiple: Diagrama de cajas

Fuente: SPSS Statistics v 24

En el grafico N° 2, se muestra las medias e intervalos de Tukey HSD al 95,0
%, no apreciandose diferencia estadistica significativa entre el diéxido de
cloro al 0,08 %y al 0,10 %; sin embargo se aprecia diferencias estadisticas
significativas entre las demas concentraciones. El que presenta mayor

variabilidad con respecto a la medida de halos de inhibicion fue el dioxido
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de cloro a la concentracion de 0,10 % y el que presenta menor variabilidad

fue el didxido de cloro a la concentracion de 0,03 %.
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DISCUSION

En la presente investigacion de tipo cuasi-experimental, se demostro
y comparo el efecto bactericida in vitro del diéxido de cloro (ClO2) a cinco
diferentes concentraciones 0,03 %, 0,05 %, 0,08 %, 0,10 % y 0,15 % sobre

la flora microbiana salival.

Las diferentes concentraciones fueron obtenidas mediante dilucion
del producto formulado (10 %) con agua destilada libre de fuentes de cloro,

ajustando el pH a 6.

Para determinar el efecto bactericida in vitro por el método se
difusién en disco, se consideré el método recomendado por la NCCLS
(National Committee For Clinical Laboratory Standars, 2000). Este método
involucra el uso de un volumen de antimicrobiano impregnado en un disco
de papel estéril colocado sobre la superficie del agar en la cual se ha
cultivado el microorganismo en cuestion. Transcurrido el tiempo necesario
se formara asi por difusién, un gradiente de concentracion del
antimicrobiano y la sensibilidad del microorganismo estara indicada por el

tamafo de la zona de inhibicién (halo) formado alrededor de los discos.
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Para la interpretacion del grado de sensibilidad, se tom6 como
referencia las pautas de Duraffourd y Lapraz (1983), considerandose a)
Nula (-) si presenta un diametro inferior o igual a 8 mm. b) Sensible (+) si
presenta un didmetro de 9 a 14 mm. ¢) Muy sensible (++) si presenta un
diametro de 15 a 19 mm. d) Sumamente sensible (+++) si presenta un

diametro igual 6 superior a 20 mm.

Para determinar el efecto bactericida en la fase preliminar del trabajo
se prepararon varias concentraciones de diéxido de cloro: 0,03 %, 0,05 %,
0,08 %, 0,10 %, 0,15 %, 0,25 % y 0,50 %, tomandose al final las menores
concentraciones debido a que a medida que aumenta la concentracion se
obtuvieron halos de inhibicion que no fueron posible medirlos debido a su
gran tamafio. Ademas se tomo6 como referencia estudios que se realizaron
utilizando el diéxido de cloro a la concentracién de 0,10 % como enjuague

bucal.

En la tabla N° 1, se observa el efecto bactericida del diéxido de cloro
frente a la flora microbiana salival, por el método de difusion en disco (Kirby
Bauer), todas las concentraciones utilizadas del Diéxido de Cloro presentan
efecto bactericida, evidencidndose en la formacion de los halos de

inhibicion. Los datos obtenidos indican que el menor promedio de halo que
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fue de 13,98 mm se obtuvo a la concentracion de 0,03 % y el mayor
promedio de halo de inhibicién fue de 29,34 mm a la concentracion de
0,15%. No hay trabajos reportados respecto al efecto bactericida in vitro del
Di6xido de Cloro sobre a la flora microbiana salival mediante el método se
difusién en disco; sin embargo se ha comprobado su efecto bactericida

mediante otros métodos y pruebas in vivo.

En la tabla N° 2, se observa que el efecto bactericida varia al utilizar
el dioxido de cloro a diferentes concentraciones, y este efecto se
incrementa en relacién directamente proporcional a las concentraciones
utilizadas, conforme va aumentando las concentraciones, aumenta el halo
de inhibicién, estableciéndose el grado de sensibilidad de forma cualitativa
para la flora microbiana salival por el método de difusion en disco segun las
pautas de Duraffourd, el cual result6 estar en el rango sumamente sensible
a la concentracién del 0,08 %, 0,10 % y 0,15 % demostrando alta potencia
de efectividad del Diéxido de Cloro. Esto se puede evidenciar debido a que
la efectividad bactericida que ha demostrado el diéxido de cloro se debe a
gue este gas penetra en las células bacterianas y reacciona con los
aminoacidos vitales en su citoplasma. Se ejerce su efecto bactericida
mediante la fijacibn a proteinas de la membrana celular, como

consecuencia de su potencial de oxidacion. El fuerte caracter oxidante
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sugiere que el mecanismo de accion antimicrobiana se basa en la ruptura
de la pared celular de las células bacterianas, lo que implica que las
proteinas y los acidos nucleicos se escapen del material celular, inhibiendo

la sintesis proteica (28,

La eficacia del diéxido de cloro depende de la concentracion y del
pH de la solucién. Disminuyendo la efectividad a medida que el pH
aumenta. Esto se contrasta con los resultados obtenidos en Chile por J. P.
Zoffoli en el 2005 ?4; en donde se evalud la efectividad del Diéxido de
Cloro, en funcion de la Concentraciéon, pH y Tiempo de Exposicién, en el
control de Botrytis cinerea, Penicillum expansum y Rhizopus stolonifer
concluyéndose que el pH subi6 al aumentar la concentracion de diéxido de

cloro; mientras, que la efectividad biocida disminuya.

Se tuvo que ajustar el pH final de la solucion de diéxido de cloro para
obtener el efecto bactericida deseado, ya que al aplicarlo directamente no
se observa la formacion significativa de los halos de inhibicion. Similar
resultado fue hallado en un estudio in vivo realizado por Richard D. Downs
en el 2015 @9 en donde se demostré la diferencia en la eficacia del gas
diéxido de cloro con el dioxido de cloro estabilizado. Demostrandose que

Oracare (gas dioxido de cloro) fue el Unico enjuague bucal capaz de
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eliminar cantidades estadisticamente significativas mas altos de VSC
(compuestos sulfaricos volatiles) que el control agua. Esto debido a que
algunas formulaciones comerciales contienen lo que se conoce como
“dioxido de cloro estabilizado”. En realidad se trata de soluciones de clorito
de sodio buffereadas con bicarbonato o fosfatos, los cuales manteniendo
un pH alto estabilizan el clorito de sodio. El poder oxidante del clorito de
sodio es mucho menor que el diéxido de cloro y por lo tanto su accién
antimicrobiana también es mucho menor. Sin embargo, llevando la solucion

a pH acido, se forma dioxido de cloro a partir del clorito en solucién.

Para la presente investigacion utilizamos como control negativo el
agua destilada, la cual no formo halos de inhibiciébn en ninguna de las
placas, manteniéndose como constante 6 mm que es el didmetro de los

discos de papel filtro utilizados.

En la tabla N° 3, se aprecia el ANOVA determinandose que existen
diferencias significativas entre las distintas concentraciones del diéxido de
cloro, ya que la significancia fue 0,000 < 0,05 (estadisticamente

significativo).
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En la tabla N° 4, se observa la media de los halos de inhibicion
producido por el dioxido de cloro sobre la flora microbiana salival.
Obteniéndose a la concentracion de 0,03 %, una media de 13,98 mm. A la
concentracion de 0,05 % una media de 17,32. A la concentracion de 0,10
% una media de 22,34 mm y al 0,15 % una media de 29,34 mm. Estos
resultados corroboran su amplia accion biocida, siendo un potente
bactericida. La susceptibilidad de las bacterias de la flora microbiana salival
al diéxido de cloro es consistente con los hallazgos de autores como
Richard D. Dows en el 2015 ®% que compar6 los efectos del didxido de
cloro con la clorhexidina 0,12 % en su actividad antimicrobiana y la
capacidad de inactivar compuestos de azufre volatil (VSC). La eficacia de
cada enjuague para eliminar VSCs generados in vitro por el patégeno
periodontal Porphyromonas gingivalis se midié6 con un halimetro. Un
enjuague con agua sirvié como un control negativo, demostrandose que el
enjuague a base de dioxido de cloro elimina un mayor porcentaje de VSCs,
una reduccion que fue estadisticamente significativa en comparacion tanto
con la clorhexidina y el control agua. Como la clorhexidina, el didxido de
cloro tenia un amplio espectro de actividad contra especies de bacterias
Gram (+) y Gram (-), incluidas las especies cariogénicas Yy
periodontopaticas. Estos resultados demuestran el potencial

antimicrobiano de un enjuague bucal a base de diéxido de cloro.
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En la tabla N° 5, 6 y 7, se observan las comparaciones multiples,
prueba de significancia de Tukey al 95 % de confiabilidad entre los
promedios de las concentraciones del didxido de cloro, utilizando para ello
el tamafio muestral de 25; determinandose que existen diferencias
estadisticamente significativas con respecto al tamafio de los halos de
inhibicion formados entre las diferentes concentraciones (P = 0,000 < 0,05),
excepto entre las concentraciones de 0,08 % y 0,10 % que no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (P = 0,726 > 0,05). Diferentes
investigaciones avalan el efecto bactericida del diéxido de cloro, como el
realizado por Kayoko Shinada en el 2010 ®3; en un estudio in vivo en el
que se utilizé un enjuague bucal experimental a base de diéxido de cloro
durante siete dias, mostrandose inhibiciobn bacteriana en la saliva de
Fusobacterium nucleatum (Fn) estadisticamente significativa (p < 0,01) en
comparacion con la linea base, el grupo placebo no mostro ninguna inhibicién
estadisticamente significativa. También se observé reduccion del recuento medio
de Prophyromonas gingivalis (Pg), sin embargo no hubo diferencia
significativa en comparacion con la linea base. Estudios previos realizados
por Shinada han sugerido que el dioxido de cloro y el anién clorito (CIO2 )
oxidan los VSC a productos que no son malolientes, esto debido a que a

través de esta oxidacion, se consumen los aminoacidos como la cisteina y
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la metionina que actian como precursores de los VSC y son también

poderosamente bactericidas frente a los microorganismos salivales.

Un estudio in vivo en la India realizado por Abhishek Kandwal en el
2014 14); demostré que el enjuague que contiene didxido de cloro fue eficaz
en la reduccién del mal olor oral de la mafianay de la placa. Los parametros
clinicos de gingivitis reducen con el enjuague bucal experimental utilizado
durante 14 dias. El enjuague bucal que contiene diéxido de cloro mejoro la
halitosis. Futuros estudios son necesarios para examinar mas efectos a
largo plazo del enjuague bucal en pacientes con gingivitis y halitosis

tomando una muestra de mayor tamafo.

Los implantes dentales deben estar permanentemente en una fase
de mantenimiento, al igual que los dientes naturales estan expuestos a la
acumulacion de placa bacteriana. La desinfeccion de las protesis dentales
por inmersion en soluciones quimicas inactivan los microorganismos
patdogenos presentes disminuyendo los efectos adversos. Un estudio
realizado por Abdel R. Mohammad en el 2004 ®b titulado “Eficacia clinica
y microbiolégica del diéxido de cloro en el tratamiento de candidiasis
atréfica crénica”. En este estudio se les indico a los pacientes que se

enjuagaran la boca con ClO:z al 0,8 % (DioxiDent) dos veces al dia durante
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un minuto y remojaran su dentadura postiza durante la noche con el ClO2
durante 10 dias. Concluyéndose que el dioxido de cloro mejoro
significativamente el aspecto clinico y el recuento microbiano después del
tratamiento, sin efectos secundarios significativos. Demostrandose la
efectividad del diéxido de cloro (0,8 %) en el manejo de la candidiasis

atréfica cronica, siendo una opcidn segura y clinicamente eficaz.

Otro estudio realizado por Kimoto Kazunari en el 2004 2 investigd
los efectos antibacterianos de un enjuague bucal que contiene dioxido de
cloro y su citotoxicidad sobre las células orales humanas, con el fin de
utilizarlo como un agente bactericida para los dientes naturales, los
implantes dentales y, en general dentro de la cavidad oral. Concluyendo
gue el enjuague bucal que contiene diéxido de cloro es inofensivo, inocuo
para las células humanas y es posible utilizarlo como un agente bactericida

para los implantes dentales.

Los estudios realizados in vivo por diversos investigadores
mencionados anteriormente toman como referencia el didéxido de cloro a la
concentracion de 0,10 %, 0,30 %, 0,80 %, siendo la concentracion del 0,10
% el mas utilizado. Las concentraciones utilizadas en este estudio

contienen 0,1 ppm aprox. de diéxido de cloro molecular, que es equivalente
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a 0,1 mg/L. Este valor es solo referencial ya que el dioxido de cloro se
hidroliza a clorito rapidamente. La EPA (Agencia de Proteccion del Medio
Ambiente), ha establecido una concentracion maxima permitida en agua
potable de 0,8 miligramos de dioxido de cloro por litro de agua (mg/L) y 1,0

mg/L del ién de clorito 36),

Las enfermedades periodontales y las caries son un problema
prioritario, siendo necesaria la flora bacteriana para el desarrollo de ambas
patologias, por lo tanto es necesario un control eficaz de la flora bacteriana
para la prevencién, tratamiento y mantenimiento de la salud periodontal. La
proliferacion de bacterias orales es responsable de la liberacion de gases
desagradables, la mayoria de los cuales son compuestos de azufre volatil,
esto es descrito como mal aliento y se produce incluso en personas sanas.
Las personas sanas que sufren de mal aliento son propensos a usar

enjuagues bucales que contienen agentes antimicrobianos.

Aunque el presente estudio se realizé in vitro, los resultados sugieren
gue un enjuague bucal que contiene di6xido de cloro puede disminuir la
carga bacteriana salival y reducir el mal olor bucal en pacientes con

enfermedad periodontal. Futuros estudios deberan comparar la eficacia del
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diéxido de cloro con el tratamiento estdndar actual para la enfermedad

periodontal.

Las ventajas del uso de dioxido de cloro como agente bactericida

incluyen su amplio espectro antiséptico, minimizacion del riesgo de

desarrollar resistencia, reduccion del costo y facilidad de uso.
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CONCLUSIONES

PRIMERA: EIl di6xido de cloro a las concentraciones de 0,03 %, 0,05 %,
0,08 %, 0,10 %y 0,15 %, obtuvo medias de halos de 13,98 mm,
17,32 mm, 21,60 mm, 22,34 mm y 29,34 mm respectivamente.
El efecto bactericida se incrementa a medida que aumenta la
concentracion de ClO2. Resultado acorde a la hipotesis

planteada.

SEGUNDA: EI dioxido de cloro a concentraciones de 0,03 %, 0,05 %, 0,08
%, 0,10 % y 0,15 % presenta efecto bactericida in vitro frente
a la flora microbiana salival, tal como se plante6 en la

hipotesis.

TERCERA: El grado de sensibilidad para la flora microbiana salival segun
la escala de Durafford a la concentracion de 0,03 % fue
catalogado como sensible (+), con la concentracion al 0,05 %
muy sensible (++) y a las concentraciones de 0,08 %, 0,10 % y
0,15 % como sumamente sensible (+++). Siendo acorde a la

hipotesis planteada.



CUARTA: Las medias de los halos de inhibicibn formados para las
concentraciones del diéxido de cloro al 0,08 % y 0,10 % no
muestran diferencias estadisticamente significativas entre
ellas. La concentracion del diéxido de cloro al 0,03 % muestra
diferencias estadisticamente significativas con respecto a las
concentraciones de 0,05 %, 0,08 %, 0,10 % y 0,15 %. La
concentracion del dioxido de cloro al 0,05 % muestra
diferencias estadisticamente significativas con respecto a las
concentraciones de 0,03 %, 0,08 %, 0,10 % y 0,15 %. La
concentracion del dioxido de cloro al 0,08 % muestra
diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
concentracion de 0,03 %, 0,05 %, 0,15 %. La concentracion del
dioxido de cloro al 0,10 % muestra diferencias estadisticamente
significativas con respecto a las concentraciones de 0,03 %,
0,05 % y 0,15 %. La concentracion del diéxido de cloro al 0,15
% muestra diferencias estadisticamente significativas con
respecto a las concentraciones de 0,03 %, 0,05 %, 0,08 % y

0,10 %.
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RECOMENDACIONES

. Comparar el efecto bactericida del dioxido de cloro en diferentes

bacterias patdégenas, causantes de infecciones en la cavidad bucal.

Realizar estudios in vivo en pacientes a fin de verificar si los resultados

in vitro son similares.

. Ampliar la investigacién en la formulacién y elaboracion de pastas y

colutorios dentales con di6xido de cloro.

Estudiar si existe una accién sinérgica entre el dioxido de cloro y la

clorhexidina.

Realizar estudios utilizando el di6xido de cloro como irrigante,
realizando la prueba de susceptibilidad a los irrigantes para evaluar el
nivel de eficacia durante la irrigacion de conductos necréticos. La
clorhexidina al 2 % es el irrigante con mayor efectividad inhibitoria,

seguida por el hipoclorito de sodio al 5 %.
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ANEXO N° 01
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo de la investigacion: COMPARACION DEL EFECTO BACTERICIDA in
vitro DEL DIOXIDO DE CLORO A DISTINTAS CONCENTRACIONES SOBRE LA
FLORA MICROBIANA SALIVAL, UNJBG-TACNA, 2016.

Investigador: Bach. VILCA MAQUERA, GIOVANA NOEMI

Institucion: Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Jorge Basadre Grohmann de Tacna.

Objetivo de la investigacidn: Determinar el efecto bactericida in vitro del Diéxido
de cloro sobre la flora microbiana salival.

Procedimientos que se seguiran durante la investigacion

Usted sera uno de los 25 estudiantes cuya muestra salival sera recolectada en
vasos estériles a razon de alrededor de 2 ml. Las muestras se procesaran hasta
obtener diluciones comparandola con la escala de turbidez del tubo N° 0,5 de la
escala de Mc Farland, empleando suero fisioldgico. Después de ello, se procedera
a sembrar en placas de Agar Tripticasa Soya (TSA) utilizando el método de
difusién en disco. Se incubaran las placas invertidas a 37 °C por 24 horas en
aerobiosis. Se mediran los halos de inhibicion formados alrededor de los discos
de papel filtro embebido con cada una de las concentraciones de Diéxido de Cloro
y seran anotados en una ficha de registro. Complementariamente se utilizara agua
destilada como control negativo.

Confidencialidad:

Los resultados de esta investigacion podran presentarse para la sustentacion, sin
embargo, su identidad no sera divulgada en tales presentaciones.

Consentimiento:

Por el presente documento, Yo
.......................................................................... he leido y entendido en
gue consiste la investigacion y acepto libre y voluntariamente participar en él.
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ANEXO N° 02

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

MEDIDA DE LOS HALOS DE INHIBICION EN LA PLACA TSA

Flora
microbiana
salival

Concentracion de la soluciéon de Diéxido de

Cloro

0,03 %

0,05 %

0,08 %

0,10 %

0,15 %

Control
negativo
(Agua
destilada)

Muestra 01

Muestra 02

Muestra 03

Muestra 04

Muestra 05

Muestra 06

Muestra 07

Muestra 08

Muestra 09

Muestra 10

Muestra 11

Muestra 12

Muestra 13

Muestra 14

Muestra 15

Muestra 16

Muestra 17

Muestra 18

Muestra 19

Muestra 20

Muestra 21

Muestra 22

Muestra 23

Muestra 24

Muestra 25
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ANEXO N° 03

Figura 1: Frascos con dioxido de cloro en concentraciones de 0,03 %,
0,05 %, 0,10 % y 0,15 %.
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Figura 3: Autoclavado de los agares.
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Figura 5: Plaqueado del Agar Tripticasa de Soya en las placas Petri.
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ANEXO N° 04

Figura 6: Muestra salival estandarizada a la escala de turbidez del tubo
N° 0,5 del Nefelémetro de Mc Farland.

Figura 7. Muestra salival sembrada.
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Figura 9: Discos estériles embebidos con 5 ul de cada concentracion de
la sustancia
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Figura 11: Placas Petri incubadas a 37 °C.
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ANEXO N° 05

Figura 13: Halos de inhibicion del diéxido de cloro al 0,10 % y agua
destilada.
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Figura 14: Halos de inhibicion del diéxido de cloro al 0,03 %, 0,10 %y 0,15
%.

Figura 15: Halos de inhibicion del dioxido de cloro al 0,03 %, 0,05 %, 0,08
%, 0,10 %, 0,15 %y agua destilada.
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ANEXO N° 06

COLORACION GRAM

Figura 16: Colonias de bacterias de la muestra salival.

Figura 17: Bacterias fijadas y extendidas.
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Figura 25: Tincion con los colorantes.

Figura 26: Coloracion Gram final.
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Figura 27: Bacterias visualizadas al microscopio.

Figura 28: Bacterias cocos Gram (+) y Gram (-).
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