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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la actividad antimicrobiana in vitro del diéxido de
cloro estabilizado en flora mixta de dorso de lengua, para lo cual se empleé el método

de Test de Difusion en Agar.

La flora mixta del dorso de la lengua fue obtenida de las muestras tomadas a 18
pacientes sanos y mayores de edad atendidos en la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. La solucion de dioxido de cloro
estabilizado al 5 % fue obtenido de la empresa peruana Juandy E.I.R.L y las diluciones

usadas fueron al 0,08 %, 0,12 % y al 0,30 %.

Los resultados de las diluciones al 0,03 % y al 0, 12% indicaron una sensibilidad nula
(5 mm.) tanto en condiciones de aerobiosis como de anaerobiosis facultativa en el 100
% de los casos; y sensibilidad limite (9-12 mm.) para las diluciones al 0,30 %, en
condiciones de aerobiosis fue 50 % de los casos y en condiciones de anaerobiosis
facultativa fue 39% de los casos. Los resultados determinaron que a partir de una
concentracion al 0,30 % de dioxido de cloro estabilizado hay actividad antimicrobiana

por el método de Test de difusion en Agar.

Por lo tanto se concluye, que el diéxido de cloro estabilizado si presenta una actividad
antimicrobiana en flora mixta de dorso de lengua a la concentracién de 0,30 %,

presentando una sensibilidad limite segun Duraffourd.

PALABRAS CLAVE: Diéxido de cloro estabilizado, antimicrobiano, flora, lengua.



ABSTRACT
The objective of the study was to determinate the activity antimicrobial in vitro of
stabilized chlorine dioxide in mixed flora from dorsum of the tongue, for which the

method used was diffusion test in agar.

The mixed flora of the back of the tongue was obtained from the samples taken from
18 healthy and elderly patients treated at the Dental School of the National University
of San Marcos. The solution stabilized chlorine dioxide 5 % was obtained from the
Peruvian company Juandy E.l.R.L and the dilutions used were 0,03 %, 0,12 % and

0,30 %.

The results of the 0,03 % and 0,12 % dilutions indicated a null sensitivity (5 mm.) in
both aerobic and facultative anaerobic conditions in 100 % of the cases; and limit
sensitivity (9-12 mm.) for dilutions at 0.30 %, under aerobic conditions was 50 % of the
cases and in conditions of facultative anaerobic was 39% of cases. The results
determined that from a concentration of 0,30 % stabilized chlorine dioxide has

antimicrobial activity by the diffusion test method in agar.

Therefore, it is concluded that the stabilized chlorine dioxide presents an antimicrobial

activity in mixed flora of back of tongue at the concentration of 0,30 %, presenting a

limit sensitivity according to Duraffourd.

KEYWORDS: Stabilized chlorine dioxide, antimicrobial, flora, tongue.
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INTRODUCCION

La microbiota de la cavidad oral alberga numerosas especies bacterianas y en
particular la lengua, especificamente el dorso de la lengua, es uno de los
nichos mas complejos en la ecologia humana dada sus caracteristicas propias
de humedad, porosidad y presencia de fisuras, donde aproximadamente un
tercio de la poblacion bacteriana de la cavidad oral se encuentra en ella. En
individuos sanos que se quejan de mal aliento, el dorso de la lengua es la
principal fuente de su mal olor ya que la biopelicula que se desarrolla en la
lengua libera compuestos de azufre volatiles. Ademas el dorso de la lengua
puede servir como reservorio para la infeccion o reinfeccion de la placa
supragingival y subgingival con presencia de patégenos periodontales. Frente a
tal problematica, es necesario buscar un antiséptico idéneo que sea efectivo
contra los patdgenos; pero que su uso a largo plazo no sea dafino durante la

practica diaria de la higiene dental.

El dioxido de cloro es un agente antimicrobiano, considerado como el
antiséptico local ideal, por tal motivo se viene investigando en el campo de la

odontologia desde hace ya varios afos.

La presente investigacion se realiza con el fin de conocer si existe actividad
antimicrobiana in vitro del diéxido de cloro estabilizado en la flora mixta del
dorso de la lengua, para ello se recurre al método de difusion en Agar, donde a
partir de los resultados obtenidos se podria determinar si el diéxido de cloro
estabilizado serviria para su uso como agente activo en productos de cuidado

dental.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1.  Area del problema

En la cavidad oral se han detectado méas de 700 especies bacterianas o filotipos.'
Debido a su caracteristica propia de humedad y temperatura, la boca proporciona un
entorno adecuado para la colonizacién de complejas comunidades bacterianas, las
cuales originan la biopelicula de la placa dental tanto en las superficies duras de los

dientes como en los tejidos blandos del sistema estomatognatico.?

La microbiota de la superficie de la lengua es uno de los nichos mas complejos en la
ecologia humana, y aproximadamente un tercio de la poblaciéon bacteriana de la
cavidad oral se encuentra en la lengua. El dorso de la lengua puede servir como
reservorio para la infeccion o reinfeccion de la placa supragingival y subgingival con
patégenos periodontales, y también influiria en la halitosis oral.® La biopelicula que
reviste la lengua tiene un papel importante en la produccién de compuestos de azufre
volatiles (VSC), que en combinacion con los desechos de las bacterias provocan el

mal aliento.*

La biopelicula de la superficie de la lengua formada con restos de alimentos y
bacterias, también facilita el crecimiento de la levadura Candida. Especies de Candida
habitan normalmente en la cavidad oral; pero si hay un aumento excesivo, indicaria el
deterioro del medio ambiente bucal debido a un compromiso inmune, envejecimiento,
cancer, disminucién de la salivacion, enfermedad periodontal, uso de esteroides y al

uso de antibiéticos.®

Por lo anteriormente descrito, es de vital importancia la prevenciéon con el uso de
diversas medidas para el control mecéanico y quimico de la placa dental.® Entre los
agentes quimicos para el control de la placa, el digluconato de clorhexidina se

considera como el estandar de oro por su eficacia contra la placa dental.” Sin
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embargo, hay efectos secundarios asociados a su uso prolongado, tales como
manchas extrinsecas de los dientes, disgeusia, mucositis oral y atresia de la glandula

salival.t

El diéxido de cloro (ClIOy) es un agente oxidante con propiedades bactericidas,
viricidas y fungicidas conocidas hace méas de veinte afios. Inhibe el crecimiento de
microorganismos por la interrupcién del transporte de nutrientes a través de la
membrana celular. El diéxido de cloro (ClO,) consume oxidativamente e inactiva
biomoléculas salivales, incluyendo Piruvato, Metionina, Trimetilamina, Tirosina y
Glicina ejerciendo de este modo su efecto antimicrobiano. Un producto de la reduccion
del diéxido de cloro, es el clorito que también actia como un agente oxidante frente a

las biomoléculas como tioles endégenos tales como cisteina.®

2.2. Delimitacion del problema

El diéxido de cloro es altamente soluble en agua, puede penetrar rapidamente en
la biopelicula y ejercer su accidén antimicrobiana. Una ventaja practica del dioxido de
cloro es su volatilidad, es decir, lo ideal es que un antiséptico local sélo permanezca
hasta que los microbios patbgenos mueran, cuando ya estén muertos la presencia de
cualquier antiséptico local no sélo es innecesaria, sino que puede ser incluso

perjudicial, ya que puede impedir el proceso de curacién.’

Por otra parte, es importante mencionar que el informe de la Agencia para Sustancias

1

Téxicas y el Registro de Enfermedades ° establece que el diéxido de cloro no es

carcinégeno y tampoco es un alérgeno.

En diversos estudios se ha probado la efectividad antimicrobiana del dioxido de

cloro,'"2°

siendo una excelente alternativa frente a los agentes activos usados
comunmente en diferentes colutorios tales como la clorhexidina cuyo uso prolongado

provoca tincion en los dientes, alteracién del gusto y la descamacién o dolor de la
11



mucosa oral; el triclosan del cual se sospecha que puede causar cepas resistentes de
bacterias y dermatitis alérgica de contacto; y en enjuagues bucales de cloruro de
cetilpiridinio se ha encontrado que causa manchas en los dientes y sensacién de
ardor."" Actualmente en otros paises utilizan como ingrediente activo al diéxido de

cloro en una variedad de productos de higiene oral.?'®

2.3. Formulacion del problema

¢ Existe actividad antimicrobiana in vitro del diéxido de cloro estabilizado en flora

mixta del dorso de la lengua?

2.4. Justificacion

Para el adecuado control de la biopelicula bacteriana y que las bacterias
existentes en ella no rompan su equilibrio y originen enfermedades de importancia
odontoldgica, es necesario el adecuado uso de productos para la higiene bucal, siendo
el diéxido de cloro (ClO,) un prometedor agente antimicrobiano y antiséptico local que
puede incluirse como ingrediente activo en colutorios, pastas dentifricas y geles

dentales.

Podemos resaltar que el diéxido de cloro (ClO,) es un biocida altamente eficaz de
amplio espectro y a una dosificacion muy baja, no crea enlaces organicos ni
trihalometanos carcin6genos, las bacterias no son capaces de desarrollar resistencia
contra el diéxido de cloro (CIO,) ya que reacciona con tioles biol6gicos que
desempenan un papel vital en todos los organismos vivos, es capaz de penetrar la
biopelicula y actuar de manera selectiva contra los microorganismos en funcién a un
pH acido y al tamafo, no es toxico a concentraciones adecuadas y comparado con la

clorhexidina presenta pocos o ningun efecto secundario asociado a su uso.

12



Se hace necesario profundizar en este tipo de estudios cientificos en el marco de

nuestra realidad nacional, en donde no existen trabajos de investigacion al respecto,

que nos permitan dilucidar resultados concluyentes.

2.5.

2.5.

2.5.

2.6.

Objetivos de investigacion

1. Objetivo general

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro del didxido de cloro estabilizado
en tres concentraciones en la flora mixta del dorso de la lengua en condiciones

de aerobiosis y anaerobiosis facultativa.

2. Objetivos especificos

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro del diéxido de cloro estabilizado
al 0,30 % en flora mixta del dorso de la lengua a las 24 horas.

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro del didxido de cloro estabilizado
al 0,12 % en flora mixta del dorso de la lengua a las 24 horas.

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro del didxido de cloro estabilizado
al 0,03 % sobre flora mixta del dorso de la lengua a las 24 horas.

Comparar la actividad antimicrobiana del diéxido de cloro estabilizado al 0,30

%, 0,12 % y 0,03 % entre si, y con los controles: positivo y negativo.

Limitaciones

La cantidad de pacientes que incluye la muestra no fue muy amplia como para

poder generalizar datos.
Dada la naturaleza del presente estudio, experimental in vitro, los

microorganismos de la flora mixta del dorso de la lengua se desarrollaron en

13



condiciones ambientales simuladas en el laboratorio; a diferencia de los

demas factores que pueden influir en las condiciones in vivo.

14



lll. MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes

Grootveld M. et al. (2001)¥ investigaron la capacidad de una preparacién de
enjuague bucal, que contiene una mezcla de oxidantes oxohal6genos, anién clorito, y
diéxido de cloro a la concentracion de 20 mg/L, para disminuir los niveles salivales de
Streptococcus mutans, lactobacilos y Candida albicans en un grupo de 33 pacientes.
Los pacientes se sometieron a episodios de enjuague bucal con el producto preparado
(20 mL durante un periodo de 60 segundos, tres veces al dia) durante un total de 14
dias, y posteriormente repitieron este ejercicio con agua mineral en lugar de la
formulacion de enjuague bucal. Un grupo de 10 estudiantes voluntarios de
odontologia, que realizan los mismos regimenes de enjuague bucal con agua mineral
en lugar del producto de cuidado de la salud oral, sirvi6 como grupo de control. Los
niveles de microorganismos salivales se determinaron tanto antes como después del
periodo de prueba anterior. Los resultados demostraron que los oxidantes
oxohalégenos biocidas presentes en la formulacion de enjuague oral probado dieron
lugar a una reduccion sustancial en los niveles de S. mutans y lactobacilos salivales (p
< 0,001 y 0,005, respectivamente), aunque la disminucidén observada en C. albicans no
logré ser significativa. Como era de esperar, el agua mineral empleada como sistema
de enjuague bucal por el mismo grupo de pacientes, o el grupo de control estudiantil,
no ejercié ninguna influencia sobre los niveles salivales de cada uno de estos
microorganismos. Se discuten las ramificaciones terapéuticas, microbioldgicas vy

bioquimicas de los resultados obtenidos.

Mohammad A. et al. (2004)* evaluaron la eficacia clinica y microbiolégica del
diéxido de cloro (CIO,) como antiséptico topico para el tratamiento de la candidiasis
cronica atréfica en treinta pacientes geriatricos. Se les indicé a los pacientes que se

enjuagaran la boca con un enjuague bucal con diéxido de cloro al 0,8 % llamado
15



DioxiDent (que contenia 100 mg/L de la molécula intacta de didéxido de cloro) dos
veces al dia durante un minuto y remojaran su dentadura postiza durante la noche en
el ClO, durante 10 dias. Los pacientes fueron evaluados clinicamente y
microbiolégicamente al inicio y después de 10 dias, y se registraron los efectos
secundarios significativos. La apariencia clinica de los tejidos blandos orales se puntué
en una escala de 0-3 (0 indicaba: sin signos clinicos, 1 indicaba: con compromiso de <
25 % de la mucosa palatina, 2 indicaba: con compromiso de 25-50 % de la mucosa
palatina y 3 indicaba: eritema marcado que afecta a > 50 % de la mucosa palatina). Se
realizaron pruebas microbiolégicas para determinar el nimero de unidades formadoras
de colonias (UFC) de Candida albicans. Dio como resultado que el diéxido de cloro
(CIO,) mejoro6 significativamente el aspecto clinico y el recuento microbiano (p < 0,001)
después del tratamiento, sin efectos secundarios significativos. Los resultados
mostraron una marcada mejoria en la apariencia clinica de los tejidos después de 10
dias, con una resolucién total en la mayoria de los casos. La UFC/ml total varié de 15
000-53 000 al inicio, y se redujo a < 6 = 500 después de 10 dias de tratamiento (p <
0,001). La puntuacién clinica media fue de 2,50 al inicio del estudio y se redujo a 0,17
después de 10 dias de tratamiento (p < 0,001). Dentro de las limitaciones de este
estudio piloto, se demostré la efectividad del diéxido de cloro estabilizado tépico (0,8
%) en el manejo de la candidiasis crénica atréfica. EI ClIO, proporciond una opcion

segura y fue clinicamente eficaz en el manejo de la candidiasis crénica atrofica.

Wirthlin M. et al. (2005)* evaluaron que la concentracién minima inhibitoria (CMI)
no proporciona informacién sobre la eficacia de los agentes antimicrobianos contra las
infecciones que involucran biopeliculas, que son muchas veces mas resistentes que
las formas plancténicas de las bacterias. Este informe trata sobre el disefio y la prueba
inicial de un dispositivo para cultivar biopeliculas estandar y analizar agentes
antimicrobianos. Se construy6é un fermentador de biopelicula modelo de laboratorio

duradero y autoclavable (LMBF) que contiene discos de hidroxiapatita 300 micras por
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debajo de una superficie en la que un medio de saliva artificial gotea a una velocidad
comparable al flujo salival humano. Inoculado con Streptococcus sanguinis, el
dispositivo formé biopeliculas que fueron barridos con un limpiador de teflon en
condiciones aerdbicas. Se retiraron asépticamente los discos recubiertos con la
biopelicula de cinco dias y se colocaron en 3 ml de soluciéon salina estéril, en
gluconato de clorhexidina al 0,12 % y en el enjuague bucal con diéxido
de cloro tamponado con fosfato al 0,1 % respectivamente durante 1 minuto. Los discos
y el agente de prueba se diluyeron inmediatamente con solucién salina a 10 ml, se
agitaron en vortice durante 30 segundos, se diluyeron en serie, se sembraron en agar
sangre y se incubaron anaerdbicamente durante 2 dias. Se realizaron recuentos
bacterianos y se determin6 la CMI de cada enjuague bucal. En pruebas con agua
estéril y medio estéril, el dispositivo mantuvo un sistema cerrado. Después de la
inoculacién con S. sanguinis, se alcanzé un estado estable el dia 5. La concentracién
de clorhexidina alcanzé una reduccién de aproximadamente 2 logqo (P = 0,002), pero
nunca logré la muerte completa. El diéxido de cloro no tuvo un efecto significativo. La
CMI contra S. sanguinis plancténica fue 112,8 mg/L para clorhexidina y 9,0 mg/L
para diéxido de cloro. EI LMBF genera y mantiene una biopelicula de modelo oral
de una sola especie en un estado estable y permite pruebas in vitro de enjuagues
bucales desinfectantes en el uso clinico simulado. Deberia ser Gtil para pruebas mas

avanzadas de biopeliculas de multiples especies.

Peruzzo D. et al. (2007)*° evaluaron el efecto inhibidor de un enjuague bucal
comercialmente disponible (0,1 % de dioxido de cloro estabilizado) sobre la formacion
de compuestos de azufre volatiles (VSC) en comparacion con su placebo. Se realiz6
un estudio randomizado, cruzado, doble ciego con 14 estudiantes de odontologia con
periodonto sano, que se abstuvieron de cualquier limpieza mecanica de la placa dental
y del control de la placa de la lengua durante dos periodos experimentales de 4 dias.

Los sujetos fueron instruidos para enjuagarse 3 veces al dia con el producto asignado
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durante cada periodo. Se establecié un intervalo de lavado de 7 dias. Los niveles de
VSC se midieron mediante un monitor de sulfuro al inicio (linea de base) y al final de
cada periodo experimental. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante pruebas
no paramétricas de Wilcoxon y Mann-Whitney. Al inicio, el andlisis intragrupal revel6
que los niveles de VSC no difirieron entre los grupos (p > 0,05). En el dia 5, el uso del
enjuague bucal con diéxido de cloro no cambié los valores basales de VSC en el grupo
control (p > 0,05), mientras que se observé un aumento de 2 veces con el uso del
enjuage bucal placebo (p < 0,05). El analisis intergrupal mostré una diferencia
significativa entre los niveles de VSC de los grupos de prueba y de control (40,2 £
30,72 y 82,3 = 75,63 ppb, p < 0,001) en el dia 5. Dentro de los limites de este estudio,
los hallazgos sugieren que un enjuague bucal que contiene di6xido de cloro puede

mantener VSC en niveles mas bajos en el aliento de la mafana.

Marder M. y Marder R. (2008)*' evaluaron un posible tratamiento utilizando un
enjuague bucal que contiene didxido de cloro 0,1 % en pacientes con osteonecrosis
asociada a bisfosfonatos (BON). Todos los pacientes recibieron instrucciones de usar
continuamente el enjuague bucal con didéxido de cloro estabilizado al 0,1 % tamponado
con fosfato, y hasta la fecha ninguno ha tenido una recurrencia o aparicién de nuevos
BON. Ademés, cabe sefalar que la practica dental privada de los autores atiende a
unas 1 800 visitas de pacientes al afo. Es principalmente una practica dental de
restauracion general con procedimientos quirdrgicos menores (es decir, biopsias,
extracciones ocasionales no complicadas). La significacion es el numero total de
pacientes con BON (4 a 5), que es una enfermedad relativamente rara, pero quizas
una cuya incidencia estd aumentando. Se presentaron los casos de BON en un
paciente a quien se le administr6 bisfosfonatos intravenosos para el tratamiento del
cancer y 3 casos de BON en pacientes que usaban o habian usado previamente la
forma oral de bifosfonatos. Estos ultimos fueron tratados exitosamente con el uso de

un enjuague bucal con diéxido de cloro estabilizado al 0,1 % tamponado con fosfato.
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Se deben realizar investigaciones clinicas adicionales para verificar estas

observaciones del tratamiento.

Shinada K. et al. (2008)* evaluaron los efectos inhibitorios de un enjuague bucal
que contenia CIO, en el mal olor oral matutino utilizando medidas organolépticas (OM)
y cromatografia de gases (GC). Se realizé un ensayo clinico aleatorizado, doble ciego,
cruzado y controlado con placebo entre 15 voluntarios masculinos sanos, divididos en
2 grupos. En la primera fase de la prueba, los sujetos del grupo 1 (N = 8) fueron
instruidos para enjuagarse con el enjuague bucal experimental que contenia CIO, y los
del grupo 2 (N = 7) para enjuagarse con el enjuague bucal placebo sin ClO.. En la
segunda fase de prueba, después de un periodo de lavado de una semana, cada
grupo usé el enjuague bucal opuesto. El mal olor oral se evalué antes del enjuague,
justo después del enjuague y cada 30 minutos hasta llegar a las 4 horas con OM, y las
concentraciones de sulfuro de hidrégeno (H.S), metilmercaptano (CH3;SH) y sulfuro de
dimetilo ((CHs) »S) los principales VSC del mal olor oral humano, se evaluaron con GC.
La condicion oral inicial en los sujetos de los 2 grupos no difiri6 significativamente. El
enjuague bucal que contenia CIO, mejord el mal aliento de la mafnana segun OM y
redujo las concentraciones de H,S, CH3SH y (CHs) »S) de acuerdo con el GC hasta 4
horas después del enjuague. Los puntajes OM con CIO, fueron significativamente
mas bajos que los que no tienen CIO, en todos los tiempos de examen. También se
observaron reducciones significativas en las concentraciones de los tres tipos de VSC
medidos por GC en todos los tiempos del examen. Las concentraciones de los tres
gases con CIO, fueron significativamente mas bajas que aquellas sin CIO, en la
mayoria de los tiempos del examen. En este estudio exploratorio, el enjuague bucal
con CIO; fue eficaz en la reduccién del mal olor de la mafnana durante 4 horas cuando

se utilizé por sujetos sanos.

Shinada K. et al. (2010)* evaluaron los efectos inhibitorios de un enjuague bucal

que contenia CIO, usado durante 7 dias en el mal olor oral matutino y en las bacterias
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salivales periodontales y malolientes. Se realiz6 un ensayo aleatorizado, doble ciego,
cruzado y controlado con placebo entre 15 voluntarios masculinos sanos, divididos en
2 grupos. Los sujetos fueron instruidos para que se enjuaguen con el enjuague bucal
experimental que contenia CIO, o el enjuague bucal placebo, sin ClO,, dos veces al
dia durante 7 dias. Después de un periodo de lavado de una semana, cada grupo
utilizé entonces el enjuague bucal opuesto durante 7 dias. Al inicio y después de 7
dias, se evalué el mal olor oral con la medicion organoléptica (OM) y se analizaron las
concentraciones de sulfuro de hidrégeno (H.S), metilmercaptano (CH3sSH) y sulfuro de
dimetilo ((CHs3) »S), los compuestos de azufre volatiles (VSC) principales del mal olor
oral humano, se evaluaron mediante cromatografia de gases (GC). Las variables de
resultado clinico incluyeron los indices de placa e indice gingival, y el indice del
biopelicula de la lengua. Las muestras de saliva fueron investigadas
microbiol6gicamente. Los andlisis cuantitativos y cualitativos se realizaron mediante el
método de reaccién en cadena de la polimerasa. La condicién oral inicial en sujetos
sanos en los 2 grupos no difirid significativamente. Se encontré que después de
enjuagarse con el enjuague bucal que contenia CIO, durante 7 dias, el mal aliento de
la mafana disminuyé segun lo medido por las mediciones organolépticas OM y se
redujeron las concentraciones de H,S, CHsSH y (CHj3) »S medidas por cromatografia
de gases GC. Por otra parte el enjuague bucal de CIO, utilizado durante un periodo de
7 dias parecia eficaz en la reduccion de la placa, de la acumulacion de recubrimiento
de la lengua y de los recuentos de Fusobacterium nucleatum en la saliva. Se necesitan
futuras investigaciones para examinar los efectos a largo plazo, asi como los efectos
sobre las enfermedades periodontales y la acumulacion de placa en una muestra bien

definida de pacientes con halitosis y muestras poblacionales mas amplias.

Lundstrom J. et al. (2010)** compararon la eficiencia del diéxido de cloro 0,04 %
como irrigante intracanal en biopeliculas bacterianas en dientes bovinos. Treinta y

nueve dientes fueron seleccionados e inoculados con diferentes cultivos bacterianos.
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Los resultados demostraron que el diéxido de cloro fue igualmente eficaz en la
actuacion de biopeliculas bacterianas de Fusobacterium nucleatum 'y
Peptostreptococcus micros comparados con hipoclorito de sodio 3% y clorexidina al
2%. Sin embargo, en bacterias como Streptococcus sanguis, Actinomyses viscosus, el
diéxido de cloro mostré no ser mas efectivo que el hipoclorito de sodio o la clorexidina,
pero demostrd ser mas efectivo en relacion al agua destilada. Ya en biopeliculas
bacterianas procedentes de Prevotella nigrescens, el didxido de cloro no demostré ser
estadisticamente diferente que el agua destilada, presentando diferencia estadistica al

ser comparado con la clorhexidina y el hipoclorito de sodio.

Drake D. y Villhauer A. (2011)* evaluaron la actividad bactericida de un enjuague
oral con didéxido de cloro estabilizado (enjuague bucal CI6SYS) en comparacién con
los productos actualmente disponibles en el mercado de su pais. Las bacterias orales
asociadas con gingivitis y periodontitis fueron expuestas a enjuagues durante un
minuto y cinco minutos. El nimero de unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC / mL) se midieron antes y después de la exposicion para determinar la actividad
bactericida. Como se esperaba, Listerine y Crest Pro-Health demostraron la muerte
completa de todas las bacterias expuestas en un minuto. Breath Rx exhibio6 los niveles
mas débiles de efectos bactericidas en general. Los enjuagues CIoSYS y clorhexidina
demostraron ser idénticos en la eliminacién contra los patégenos periodontales a los
cinco minutos; en algunos casos, el enjuague oral de CIoSYS consiguié una muerte
mas alta en la marca de un minuto sobre el enjuague con clorhexidina. Los resultados
demostraron que el enjuague bucal CIGSYS tiene potencial para proporcionar un
beneficio terapéutico, por lo que es una opcién atractiva para inducir el cumplimiento
en pacientes preocupados por el sabor y la decoloracion de los dientes durante la

terapia de salud oral.

Herczegh A. et al. (2013)*® evaluaron la efectividad del diéxido de cloro in vitro,

para eliminar la biopelicula bacteriana proveniente del E. faecalis. Se inocularon
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dientes humanos con la bacteria y después del periodo de incubacién, se utilizaron los
irrigantes hipoclorito de sodio 5,25 %, clorhexidina 2 %, solucién salina como control y
diéxido de cloro 0,12 %. Para analizar una posible reinfeccion, los autores evaluaron la
presencia bacteriana poco después de la irrigacion con los productos, en el 2° y 5° dia.
Después de la irrigacion, todos los irrigantes actuaron en la biopelicula bacteriana,
excepto en el grupo control. En el segundo dia, no hubo diferencia entre clorhexidina y
diéxido de cloro, existiendo apenas diferencia entre los deméas grupos. Después del
quinto dia, sb6lo las muestras que utilizaron el diéxido de cloro como irrigante
mantuvieron los niveles de reinfeccibn bajos. Los autores concluyeron que la
utilizacién del dioxido de cloro fue capaz de eliminar la infeccidbn causada por E.

faecalis y fue efectiva contra una posible reinfeccion del agente bacteriano.

Soares L. et al. (2013)*" evaluaron el efecto clinico de un enjuague bucal que
contiene 0,30 % de dioxido de cloro (ClO,) estabilizado en la reduccién de compuestos
de azufre volatiles (VSC). La halitosis fue inducida por L-cisteina en 11 voluntarios, y
se compararon 4 soluciones: una soluciéon de prueba que contiene 0,30 % de CIO,
estabilizado, 0,07 % de cloruro de cetilpiridinio (CPC) y 0,05 % de fluoruro de sodio; un
placebo; una solucion que contiene 0,05 % de CPC;y una solucién de control de
gluconato de clorhexidina al 0,2 % (CHX). Los niveles de VSC se evaluaron usando un
Halimeter, y se realizaron 6 mediciones desde el inicio hasta 3 horas después. La tasa
de reduccién de VSC del enjuague bucal de prueba fue superior al placebo y la
solucién de CPC. No hubo diferencia entre la solucién de prueba y la solucién de CHX
en las tasas de reduccion de VSC inmediatamente después, o en 2 y 3 horas después

de la administracion.

Herczegh A. et al. (2013)® evaluaron la eficiencia del diéxido de cloro a una
concentracion de 0,03 %, y su actuacion en microorganismos patégenos naturales de
la flora oral y en biopeliculas bacterianas in vitro. El diéxido de cloro no presento

reaccion con la mayoria de los componentes organicos, sin embargo posee una avidez
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por 4 aminoacidos (Cisteina, Metionina, Tirosina y Triptéfano) cruciales en
microorganismos como bacterias y virus. Debido a la baja penetracién en tejidos vivos
y la proteccion de antioxidantes en la circulacibn sanguinea de organismos
pluricelulares, el diéxido de cloro demuestra una mayor seguridad en los seres
humanos. En la mayoria de los casos, el diéxido de cloro se ha difundido en la
biopelicula debido a su solubilidad en fase acuosa y lipidica, los autores probaron su
eficiencia frente a Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Enterococcus
faecalis, Candida albicans, Veellela alcalescens, Eikenella corrodens comparado con
otros desinfectantes bucales como Listerine, hipoclorito de sodio 5,25 % y clorhexidina
0,2 %. El dioxido de cloro fue eficiente en todas las bacterias evaluadas. Sobre la
evaluacion de la dilucién de la biopelicula bacteriana, se recogieron placas dentales
de los primeros molares de 20 estudiantes universitarios y cultivados en una infusion
de cerebro-corazén. La biopelicupa fue evaluada con un 0,2 % de clorhexidina,
Listerine y 0,03 % de dioxido de cloro. Se constaté que la actuacién del diéxido de
cloro fue eficaz, no existiendo diferencia estadistica en la comparacién con la

clorhexidina y el Listerine.

Neetha J. et al. (2013)* compararon el efecto inhibitorio de un enjuague bucal que
contenia 0,1 % de CIO, estabilizado con enjuague bucal de clorhexidina al 0,2 % en
mal olor oral matutino. Se realiz6 un ensayo cruzado, doble ciego, aleatorizado entre
18 voluntarios masculinos sanos, divididos en 2 grupos. Los sujetos del grupo 1 fueron
instruidos para enjuagar con el enjuague bucal experimental que contenia 0,1 % de
ClO, estabilizado y los sujetos del grupo 2 se les pidi6 que se enjuagaran con
clorhexidina al 0,2 %, dos veces al dia durante 7 dias. Después de un periodo de
lavado de una semana, cada grupo utilizd entonces el enjuague bucal opuesto durante
7 dias. Al inicio y después de 7 dias, se evalué el mal olor oral con un halimetro que
mide los compuestos volatiles de azufre (VSC) en partes por billén. Las variables

clinicas que se midieron incluyeron la placa y los indices gingivales. Se observé una
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disminucién en la cantidad de VSC después de un uso de 7 dias de CIO, estabilizado,
asi como con el uso de enjuagues bucales de clorhexidina, que fueron
estadisticamente significativos, con mayor importancia después del uso de CIO,
estabilizado. También, se observd una reduccion significativa en las puntuaciones de
placa después del uso del enjuague bucal de ensayo. La disminucién en la cantidad de
VSC indica una reduccién en el mal olor oral. Se necesitan futuras investigaciones
para examinar los efectos a largo plazo, asi como los efectos de la CIO2 sobre la
acumulacién de placa y las enfermedades periodontales en una muestra bien definida

de pacientes con mal olor oral y en muestras mas amplias de la poblacion.

Kuroyama |. et al. (2013)* evaluaron los efectos bactericidas y el tiempo
bactericida de un gel compuesto de clorito de sodio acidificado (ASC-Gel) en bacterias
aisladas de los surcos periimplantarios de 10 pacientes que recibieron implantes 3-27
anos antes, y la profundidad de cada surco periimplantario fue de 5 mm o menos.
Porphyromonas gingivalis (ATCC33277) se usé como la bacteria de control. Se
crearon cinco preparaciones de ASC-Gel anadiendo 3,3 %, 5,0 %, 7,0 %, 9,0 %y 11,0
% de acido citrico (CA) (condiciones a, b, ¢, d y e, respectivamente) en un gel
hidratante oral que contiene clorito de sodio. Las concentraciones de didxido de cloro
(CIO,) generados en ASC-Gel en las condiciones (a) a (e) fueron 12,1; 14,1;17,2; 21,2
y 39,3 mg/L, respectivamente. Se examin6 los efectos bactericidas de las 5
preparaciones ASC-Gel en volumenes de 0,5; 1,0 y 2,0 mL, y se midié el tiempo
bactericida cuando 2,0 mL de ASC-Gel se usaron bajo la condicion (e). Los efectos
bactericidas de ASC-Gel se volvieron significativamente mayores con el aumento de
las concentraciones de CA y CIO, y con un uso incrementado (0,5-2,0 mL) del gel.
Todas las bacterias se destruyeron usando 2,0 mL de ASC-Gel en la condicidn (e).
ASC-Gel también necesit6 entre 45 y 90 minutos para matar a todos los microbios en
condiciones (e). Dentro de los limites de la presente investigacion, estos resultados

sugieren que ASC-Gel es util como desinfectante quimico contra bacterias en el surco
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periimplantario. También se requieren mas estudios para proteger los dientes, la
superficie de los implantes recubiertos de hidroxiapatita y los tejidos blandos
circundantes de los efectos de la disolucién quimica, como la erosion acida, debido al

bajo pH de ASC-Gel.

Herczegh A. et al. (2014)*" analizaron en un modelo de polvo de dentina, in vitro,
los siguientes irrigantes contra E. faecalis planctonico: clorhexidina al 2 % (CHX),
hipoclorito de sodio al 2,5 % (NaOCI), CIO, al 0,12 % (Solumium) y un medicamento
del conducto radicular local: Ca (OH),. Se investigd la supervivencia de bacterias
expuestas a agentes sin y con polvo de dentina humana (barro dentinario) o pre
incubadas con polvo de dentina. El efecto del polvo de dentina sobre la concentracion
de CIO, se investigd mediante valoraciones. Sin polvo de dentina, el CIO, elimind
todos los E. faecalis y obtuvo el mejor resultado después de 1 minuto; sin embargo,
después de un tiempo de contacto mas prolongado con la dentina, la diferencia entre
los desinfectantes desapareci6. La presencia de polvo de dentina disminuy6 la
concentracion de CIO; y atenud la eficacia antibacteriana de ClO, y Ca (OH) », pero no
disminuyd de CHX y NaOCI. La preincubacion con polvo de dentina causé una pérdida
significativa de actividad antibacteriana de todos los agentes investigados, CIO, y Ca
(OH) > que tiene la reduccion mas alta. Como la presencia de polvo de dentina tuvo un
efecto negativo sobre la eficacia de los desinfectantes, se recomienda la eliminacion
del barro dentinario del sistema de conductos radiculares durante los tratamientos de

endodoncia. El CIO, puede ser efectivo para un enjuague final.

Kim J. et al. (2014)* evaluaron la capacidad de las soluciones acuosas anti-
compuestos de azufre voldtiles (VSC) para eliminar VSC gaseosos por contacto
directo en un espacio sellado para describir el posible modo de accién de los agentes
anti-VSC. Se us6 veinte mililitros de cada solucion experimental 0,16 % de clorito de
sodio; 0,25 % de cloruro de cinc; 0,1 % de clorhexidina y agua destilada, fueron

inyectados en una bolsa de teflén que contenia VSC mixtos, sulfuro de hidrégeno,
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metil mercaptano y sulfuro de dimetilo y se mezclaron vigorosamente por 30
segundos. La concentracion de VSC se midié por cromatografia de gases antes,
inmediatamente después, 30 minutos y 60 minutos después de la mezcla. La solucion
de clorito de sodio redujo la concentracion de VSC notablemente. Después de la
mezcla, casi todos los VSC se eliminaron inmediatamente y no se detectaron VSC a
los 30 y 60 minutos después de la mezcla. Sin embargo, en las otras soluciones, la
concentracion de VSC disminuyé en ~ 30% inmediatamente después de la mezcla y
no hubo una disminucién adicional. Los resultados sugieren que la solucién de clorito
de sodio tiene el efecto de eliminar VSCs gaseosos directamente. Esto debe ser
porque puede liberar gas de diéxido de cloro que puede reaccionar directamente con
VSC gaseosos. En el caso de otras soluciones que han demostrado ser efectivas para
reducir la halitosis clinicamente, se puede proponer que su efecto anti-VSC es menos

probable debido a la eliminacién quimica directa de los VSC gaseosos en la boca.

Aung E. et al. (2015)* evaluaron los efectos de diferentes procedimientos de
higiene bucal en la reduccién de compuestos de azufre (VSC) en treinta voluntarios
varones con mal olor oral que cumplieron los criterios del estudio, se dividieron al
azar en dos grupos. Ambos grupos realizaron el cepillado de los dientes, el lavado de
la boca con diéxido de cloro, la limpieza de la lengua y la combinacién de aquellos en
secuencia diferente durante cinco semanas. El total de VSC de los sujetos fueron
medidos con un Breathtron®, y el estado de salud oral también fue examinado. No
hubo diferencias significativas en el estado de salud bucal entre los dos grupos al
inicio (linea de base). No se detecté una disminucion significativa en el mal olor oral
después de una semana de cepillado. Las reducciones significativas en VSC se
demostraron agregando el enjuague bucal o la limpieza de la lengua al cepillado de
dientes de la segunda semana a la cuarta semana (P < 0,01). La mayor reduccion en
VSC se encontré a la quinta semana después de la practica de los tres regimenes de

higiene oral. El cepillado de dientes por si solo no reduce significativamente el mal olor
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oral. El lavado de la boca con el enjuague bucal y la limpieza de la lengua reducen
significativamente el mal olor oral, pero combinar el cepillado de dientes, el lavado de
la boca con el enjuague bucal y los regimenes de limpieza de la lengua es mas
efectivo para la reduccién del mal olor oral. Los resultados de este estudio podrian
contribuir a la formulaciéon de estrategias preventivas adecuadas contra el mal olor
oral, no sélo para el publico en general, sino también para los profesionales dentales
que actuan como proveedores de servicios relacionados a evitar los malos olores

orales.

Yadav S. et al. (2015)* evaluaron la eficacia del enjuague bucal que contiene
diéxido de cloro estabilizado y el enjuague bucal con clorhexidina (CHX) en la
inhibicién de la acumulacion de saburra en la lengua y la formacién de placa dental
utilizando un modelo de rebrote de placa de cuatro dias. Se realizé un ensayo clinico
microbiolégico de un solo centro, aleatorizado, triple ciego, involucrando a 25
voluntarios estudiantes de odontologia sanos (11 varones, 14 mujeres). Dos
enjuagues bucales disponibles comercialmente: Enjuague bucal A - enjuague bucal
basado en una solucién acuosa de CIO, Freshchlor® y Enjuague bucal B - enjuague
bucal basado en una solucién acuosa de CHX al 0,2 % Hexidine®, fueron
seleccionados como productos de prueba. Se pidid a los sujetos que se enjuagaran e
hicieran gargaras durante 1 minuto con el enjuague bucal asignado (bajo supervision)
después del destartraje supragingival, el pulido y la eliminacion de saburra de la
lengua. Después de cuatro horas, se tomaron frotis de la mucosa bucal y la superficie
del diente. En el quinto dia desde iniciado un modelo de rebrote de placa de cuatro
dias sin cepillado, las muestras se tomaron nuevamente de la mucosa bucal y la
superficie del diente seguida por el registro de las puntuaciones de placa por el indice
de placa modificado de Rastogi, extension de la capa de lengua por el indice de
saburra de lengua de Winkel y la medicion del peso humedo de la saburra de lengua

en gramos. Las muestras recogidas se sometieron a analisis microbiano y los
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resultados se expresaron como unidades formadoras de colonias (UFC) por muestra.
Las puntuaciones de la placa y las puntuaciones de la saburra lingual de Winkel, el
peso de la saburra lingual hUmeda registrado al quinto dia después del uso de los dos
enjuagues bucales no mostraron una diferencia estadisticamente significativa. La UFC
por muestra de diente y mucosa después de cuatro horas revelé un bajo recuento de
bacterias con respecto al enjuage bucal B sin embargo la UFC obtenidas en el quinto
dia no mostraron una diferencia estadisticamente significativa entre los dos enjuagues
bucales. La eficacia clinica antiplaca de los enjuagues bucales de CHX y CIO,
estabilizado es comparable y también lo es la eficacia en la reducciéon de la carga

bacteriana oral.

Yeturu S. et al. (2016)*® evaluaron el efecto de los enjuagues bucales de Aloe
vera, dioxido de cloro y clorhexidina sobre la placa y la gingivitis en el tratamiento
ortodéntico. Se realizd un ensayo clinico aleatorizado de un solo centro, simple ciego,
de un grupo paralelo y controlado, entre 90 sujetos sometidos a tratamiento
ortodéntico fijo. Los sujetos fueron divididos aleatoriamente en uno de los tres grupos
de estudio (Aloe vera, clorhexidina y didéxido de cloro). La placa y la gingivitis se
evaluaron usando el indice de Placa de Silness y Loe modificado y el indice Gingival al
inicio y durante los siguientes 15 dias después. Se utilizaron el test t pareado y
ANOVA con la prueba de Dunnett post hoc. Un valor de p < 0,05 se consider6
estadisticamente significativo. Un total de 85 participantes completaron el estudio;
entre ellos, 40 eran hombres y 45 mujeres. Hubo una reduccion significativa en el
promedio de las puntuaciones gingival y de placa en todos los 3 grupos durante los
subsiguientes 15 dias en comparaciéon con los niveles basales. Se encontré una
reduccion significativamente alta (puntuaciones gingival y de placa) en la clorhexidina
en comparacion con el grupo de Aloe vera. Sin embargo, no se observd ninguna
diferencia significativa entre la clorhexidina y el diéxido de cloro con respecto a la

reduccion promedio en las puntuaciones gingivales y de placa. El dioxido de cloro
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puede ser una alternativa adecuada y econdémica para la clorhexidina. Se recomiendan

otros estudios a largo plazo para evaluar su eficacia.

3.2. Bases teoricas

3.2.1. Ecologia de la cavidad bucal

La ecologia comprende el estudio de las relaciones entre los microorganismos y el
ambiente, entonces la cavidad bucal se considera un ambiente que posee propiedades
que influyen en la composicion y la actividad de los microorganismos que en él se
encuentran.*

La cavidad bucal experimenta distintas interacciones ecoldgicas que determinan las
caracteristicas cualitativas y cuantitativas de la totalidad de su microbiota, en los
distintos nichos ecolégicos y en las distintas situaciones de salud (eubiosis) y
enfermedad (disbiosis).*®

Los microorganismos que componen la microbiota bucal coexisten en ecosistemas
que estan regulados por una serie de factores conocidos como determinantes
ecoldgicos internos y externos.*

En la actualidad se han descrito moléculas “sefial”, autoinductoras, que los
microorganismos grampositivos y gramnegativos liberan al medio bucal y les permiten
la regulacion del proceso de formacion de las biopeliculas bacterianas y su forma
natural de crecimiento.*®

La microbiota de la cavidad bucal es compleja, en el 2001 se reconocian 500
especies; actualmente se calcula que serian unas 700 especies las que la habitan,
esto gracias a los avances de las técnicas de la biologia molecular que han permitido

establecer diferencias e identificar diferentes microorganismos y sus genes.*®
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3.2.1.1. Origen y desarrollo de la microbiota bucal

La cavidad oral antes del nacimiento se encuentra libre de gérmenes. En el momento
del parto dicha cavidad queda expuesta a la microbiota 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 ya que ellos son los
primeros en instalarse y los mas poderosos son los estreptococos (Streptococcus
grupo salivarius) en la lengua, las mucosas vy libres en la saliva. Pueden identificarse
otros géneros: estafilococos, lactobacilos, neumococos, coliformes, sarcinas,
Neisseria, Haemophilus y Candida albicans. El Gnico que suele aparecer de manera
constante en nimero elevado es el S. salivarius.*®

La cavidad bucal es selectiva porque sélo determinados microorganismos ingresan en
ella para establecerse en sus nichos ecoldgicos. EI medio bucal experimenta sus
mayores cambios alrededor de los seis meses de vida, debido a la erupcidén de las
piezas dentarias primarias. Al completarse la microbiota de la denticién primaria y
posteriormente de la denticién permanente se conforma la comunidad climax.*

Los microorganismos que componen la comunidad climax varian en calidad y cantidad
a lo largo de la vida de los individuos, ya que se ve afectada por factores que
promueven o limitan su desarrollo, tales como los nutrientes, el pH, la temperatura, la

humedad entre otros.*®

3.2.1.2. Las biopeliculas y su potencial patogénico

En 1987 Costerton definid la biopelicula como “una comunidad bacteriana inmersa en
un medio liquido, caracterizada por bacterias que se hallan unidas a un sustrato o

superficie, o unas a otras, que se encuentran embebidas en una matriz extracelular
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producida por ellas mismas, y que muestran un fenotipo alterado en cuanto al grado
de multiplicacién celular o la expresién de sus genes”.*®
El primer paso para que la biopelicula bacteriana se establezaca, es la adherencia
microbiana que es mediada por distintos mecanismos inespecificos y especificos a
través de la interrelacion entre adhesinas y receptores. A la adhesién de los primeros
colonizadores le siguen fenédmenos de coagregacion, lo que constituye el denominado
‘mosaico de microorganismos”, el cual varia de acuerdo con las propiedades
bioldgicas y fisicas del sitio.*
Las caracteristicas generales de las biopeliculas son: *
- Estédn conformadas por comunidades microbianas, donde participan distintos
géneros y especies bacterianas.
- Los microorganismos forman microcolonias, cuya arquitectura semeja torres o
setas.
- Los microorganismos que la constituyen estdn contenidos en una matriz
formada principalmente por polisacéridos extracelulares.
- Los canales que atraviesan la estructura de la biopelicula favorecen el flujo de
nutrientes, productos de excrecidn, enzimas, metabolitos y oxigeno.
- Los microorganismos se comunican entre si por sefales quimicas, a partir de
las cuales se activan mecanismos para producir nuevas proteinas y enzimas.
Se expresan genes que dan lugar a cambios fenotipicos en la comunidad.
- Los microorganismos incluidos en ellas son menos sensibles a la accion de

antisépticos, antibidticos y a fagocitosis.

La biopelicula de la placa dental ha sido propuesta como el agente etioldgico principal
en el desarrollo de la caries dental y las enfermedades periodontales. Deacuerdo con
la hipdtesis especifica una biopelicula con predominio de microorganismos

grampositivos, acidogénicos y aciduricos esta relacionada con la etiologia de la caries
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dental mientras que otra donde haya mayor proporcibn de microorganismos
proteoliticos y gramnegativos, es considerada una placa periodontopatogénica. En la
hipbtesis ecolbégica propuesta por Marsh en 1997, postula que el balance entre las
condiciones que brindan el hospedador con los microorganismos de la cavidad bucal y

aquellos que constituyen la biopelicula condiciona la aparicién de la enfermedad.*®

3.2.1.3. Géneros y especies microbianas presentes en la cavidad bucal

La mayor parte de los microorganismos de la cavidad bucal son cocos y bacilos
grampositivos y gramnegativos, aerobios, anaerobios facultativos y anaerobios
estrictos, y ello depende del nicho ecolégico que los albergue.*

Entre los microorganismos que constituyen la microbiota autéctona de la cavidad
bucal, se destacan los microorganismos pertenecientes a los phylum: Firmicutes y
Actinobacteria entre los grampositivos y los que se encuentran dentro de los phylum
Bacteroidetes, Spirochaetes, Synergistes phylum Bacteroidetes, Spirochaetes,
Synergistes y Proteobacterias que agrupan a los microorganismos considerados
actualmente como gramnegativos. Los cocos grampositivos, fundamentalmente
Streptococcus viridans  del phylum Firmicutes, son los mas aislados en los
ecosistemas bucales en estado de salud. Los Streptococcus del grupo mutans
(Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus) son los microorganismos mas
asociados con caries dental. También se identifican otras formas cocoideas,
anaerobias estrictas, como Veillonella y elementos filamentosos polimorfos, como
Lactobacillus, Actinomyces y Bifidobacterium. La mayor parte de los microorganismos
asociados con enfermedad periodontal se encuentra dentro de los phylum
tradicionalmente como gramnegativos: Bacteroidetes, Spirochaetes, Synergistes,
Proteobacterias y Chlamidiae. También se encuentran espiroquetas comensales y
hongos como Candida albicans, especies de Mycoplasma'y virus como Epstein-Barr y

Cytomegalovirus.*®
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3.2.2. El dorso de la lengua

El dorso de la lengua con sus caracteristicas propias de humedad y la presencia de
criptas y papilas, ofrece amplias posibilidades para la colonizacién bacteriana;
aproximadamente un 45 9% son cocos grampositivos anaerobios facultativos,
destacando sobre los demas S. salivarius, seguido de S.mitis, estreptococos del grupo
milleri y es frecuente la deteccion de S. mucilaginosus; le siguen en proporcién los
cocos gramnegativos anaerobios estrictos lo cuales son aproximadamente un 16 % de
diversas especies de Veillonella, también estan presentes bacilos grampositivos
anaerobios facultativos representando un 12 %, fundamentalmente Actinomyces spp.,
en menor proporcion pueden detectarse diversas especies pertenecientes a los

géneros Lactobacillus, Neisseria, Fusobacteriumy Haemophilus.*’

3.2.3. Agentes para el control quimico de la biopelicula bucal

Durante varias décadas ha existido un interés bastante intenso por el uso de agentes
quimicos para el control de la placa supragingival y con ello, de la gingivitis. La
cantidad y la variacion de los agentes quimicos evaluados es bastante grande, pero la
mayor parte tiene acciones antisépticas o antimicrobianas y su éxito ha sido en
extremo variable. Es importante destacar que las férmulas basadas en agentes
antimicrobianos suministran una accién preventiva mucho mayor que la terapéutica.
Los agentes mas eficaces inhiben el desarrollo de placa y de gingivitis, pero son

limitados o lentos para afectarlas si estan establecidas.*®

3.2.3.1. Clorhexidina

La clorhexidina es un antiséptico bisbiguanidico, con una molécula simétrica
consistente en cuatro anillos de clorofenilo y dos grupos biguanida, conectados por un
puente central de hexametileno. EI compuesto es una base fuerte y dicatiénica a
niveles de pH superiores a 3,5 con dos cargas positivas a cada lado de un puente de

hexametileno (Albert y Sargeant, 1962). *®
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Debido a su naturaleza dicatidnica, la clorhexidina se torna extremadamente
interactiva con los aniones, lo que es pertinente para la eficacia, la seguridad, los
efectos locales adversos y las dificultades en la formulacion de productos. @

La clorhexidina tiene tres formas de presentacion, sales de digluconato, acetato y
clorhidrato. La mayor parte de los estudios y de las formulaciones y productos para
uso bucal han usado la sal digluconato, que se produce como concentrado V/V al 20
%. Las sales digluconato y acetato son hidrosolubles, pero el clorhidrato es muy poco
soluble en agua. *®

La clorhexidina fue desarrollada en la década de 1940 por Imperial Chemical
Industries de Inglaterra y desde 1954 se comercializa como antiséptico para heridas
cutaneas. Luego, el antiséptico se utiliz6 mas ampliamente en medicina y en cirugia,
incluido su empleo en obstetricia, ginecologia, urologia y preparacion prequirdrgica de
la piel tanto para el paciente como para el cirujano. *

El uso odontolégico fue primero para la desinfeccién prequirirgica de la boca y en
endodoncia. La inhibicién de la placa por clorhexidina fue investigada inicialmente en
1969 (Schroeder, 1969), pero el estudio definitivo fue realizado por Loe y Schiott
(1970). Esta investigacion mostré que el enjuague durante 60 segundos dos veces por
dia con 10 mL de solucién de gluconato de clorhexidina al 0,2 % (dosis de 20 mg) en
ausencia de higiene dental normal inhibe el nuevo crecimiento de placa y el desarrollo
de gingivitis. Después se hicieron numerosos estudios, de manera que la clorhexidina

fue uno de los compuestos més investigados en odontologia.*®

3.2.3.2. Cloritos de sodio acidificados

“Este agenté no puede clasificarse comodamente en ningun grupo; sin embargo,
segun el &cido elegido y las condiciones de la reaccion entre el sodio y el clorito de
sodio, puede ocurrir una variada y compleja gama de reacciones. En condiciones
ideales para el control antimicrobiano se hace reaccionar el clorito de sodio con acido

protico para producir acido cloroso, que libera una gama de especies altamente
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oxidantes, pero que contiene cantidades minimas de diéxido de cloro. Estas especies
altamente oxidantes poseen un amplio espectro de accion contra bacterias, hongos,
levaduras y virus; estos productos estan disponibles en los Estados Unidos para la
industria alimenticia y de medicamentos veterinarios, como preventivo de la mastitis en
las vacas y para la preservacion de pollos congelados. En estudios de corta duracion
han sido probados colutorios experimentales para control del nuevo crecimiento de
placa y del recuento bacteriano en la saliva (Yates y col., 1997). De manera
sorpresiva, dado que el acido y el clorito de sodio se mezclan inmediatamente antes
del enjuague y que la duracion de la reaccion quimica estaria limitada a la duracion de
este, tres formulaciones demostraron ser tan buenas como la clorhexidina contra el
nuevo crecimiento de la placa y con la misma sustantividad que este ultimo agente.
Aunque los colutorios de clorito de sodio acidificado no fueron estudiados durante
periodos prolongados parece improbable que tengan efectos colaterales, en especial
coloracién de los dientes y alteracion del gusto. Lamentablemente, como cabia
esperar, el bajo pH de estas formulas puede causar erosién de los dientes y esto fue
comprobado en estudios in situ (Pontefract y col., 2001). Esa erosion, que se hallé
comparable con la que produce el jugo de naranja in situ, impediria su uso continuo a
largo plazo. Sin embargo, los colutorios de clorito de sodio acidificado podrian hallar
aplicacion en odontologia preventiva, en forma similar a la descrita para la
clorhexidina. Los efectos erosivos podrian no alcanzar niveles clinicamente

significativos en un plazo de breve a mediano”.*®

3.2.4. Dioxido de cloro

3.2.4.1. Historia del dioxido de cloro

El diéxido de cloro (CIO,), ahora comercialmente importante, no es un descubrimiento

reciente. El gas fue producido por primera vez por Humphrey Davy en 1811 cuando se
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hizo reaccionar acido clorhidrico con clorato de potasio, denominandose por entonces
como "euchlorine". Watt y Burgess, que inventaron el blanqueo de pulpa alcalina en
1834, mencionaron a “euchlorine” como agente blanqueador en su primera patente. *
El diéxido de cloro llegd a ser conocido como lejia y luego como desinfectante. En la
época de la Primera Guerra Mundial, cuando la Solucion de Dakins (0,5 % de
hipoclorito de sodio) obtuvo una amplia aceptacion como desinfectante de heridas, el
diéxido de cloro (ClO,) no se adopté de manera similar, ya que no habia una manera
facil de producir el gas en pequefias cantidades o transportarlo. °

Desde el comienzo del siglo XX, cuando se utilizé por primera vez en un balneario en
Ostend, Bélgica, el didéxido de cloro (ClO,) ha sido conocido como un potente
desinfectante del agua. *

La produccién de diéxido de cloro (ClO,) a partir del mineral, clorato, es complicada, y
el gas es explosivo, por lo que no pudo utilizarse faciimente hasta la produccién de
polvo de clorito de sodio realizada por Olin Corporation en 1940. El diéxido de cloro
ahora podria liberarse cuando sea necesario de la sal de clorito. En los suministros de
agua municipales esto generalmente se hace agregando cloro a la solucién de clorito y
en el laboratorio agregando un acido a la solucion de clorito. Alliger demostré en 1978

que el diéxido de cloro (ClO,) podria ser aplicado tépicamente por el usuario.*

3.2.4.2. La estructura del didxido de cloro

El dioxido de cloro (ClO,) es completamente diferente del cloro elemental en su
estructura y comportamiento quimico. Es muy interesante el caso del diéxido de cloro
(CIO,), con su molécula con un nimero impar de electrones, que presenta resonancia
entre las dos estructuras en las que el enlace de tres electrones resuena entre los dos
enlaces sencillos CI-O (cloro-oxigeno). ElI di6xido de cloro, es uno de las pocas
moléculas excepcionales en el reino de la Quimica Mineral, que no cumplen la regla
del octeto, segun la cual para formar un enlace covalente, se comparten electrones

periféricos entre atomos de una molécula, de los que cada atomo proporciona siempre
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un numero par, para sumar un total de ocho. La molécula del ClO,, es especial, con un
numero impar de electrones, obliga a compartir 7 electrones entre los dos O
(oxigeno) y el Cl (cloro). Para ello, por una parte forma dos enlaces normales de dos
electrones compartidos entre cada O y el Cl, a los que se anaden otros tres electrones
danzantes que se intercambian rapidamente entre uno y otro oxigeno, en un fenémeno
que se llama resonancia o0 mesomeria, en el que ademas la distancia entre el O y el Cl
es 1.53 angstroms menor que 1.65 angstroms correspondiente a un simple enlace
covalente, lo que proporciona una mayor estabilidad a la molécula. Ademas a
diferencia de los otros éxidos y oxacidos del cloro, el diéxido de cloro tiene unas
propiedades electroquimicas Unicas, puede ser dador o receptor de electrones,

reductor u oxidante a pH neutro. >**' (

Figura 1)

Independientemente, la molécula de Oxigeno gas (O,), tiene un numero par de
electrones, pero también presenta el fenémeno de resonancia. Se la suponia con un
enlace covalente normal, compartiendo 2 electrones de cada atomo, lo que
concordaba con los resultados espectroscopicos, pero no con las propiedades
paramagnéticas de este elemento, lo que ha hecho que se considere que la estructura
de la molécula de Oxigeno contiene un enlace covalente sencillo, mas dos enlaces de
tres electrones. Estos enlaces con numero impar de electrones son los responsables

de sus propiedades paramagnéticas, al alterar el momento angular del spin.*® >’

Figura 1: Estructura del didéxido de cloro 5031
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3.2.4.3. Caracteristicas del didoxido de cloro

El diéxido de cloro es un gas de color verde amarillento, estable y sumamente soluble
en agua hasta alcanzar concentraciones de 2 %. Una de las propiedades mas
interesantes del dioxido de cloro es su eficacia biocida en un amplio rango de pH que
va de 3 a 10 (mejor de 4 a 9). Ademas de sus propiedades desinfectantes, el didxido
de cloro mejora la calidad del agua potable, es decir, neutraliza olores, remueve el
color y oxida el hierro y el manganeso. El diéxido de cloro es sensible a la luz
52,53

ultravioleta.

Estrictamente como desinfectante, el ClO, presenta las siguientes ventajas:

Su potencial bactericida es relativamente independiente del pH entre 4y 10.

- Es mejor que el cloro para el tratamiento de esporas.

- Requiere poco tiempo de contacto.

- Tiene buena solubilidad.

- No hay corrosion en altas concentraciones, lo que reduce los costos de

mantenimiento.

- No reacciona con amoniaco o sales de amonio.

- Mejora la coagulacion.

- Remueve hierro y manganeso mejor que el cloro.
Las propiedades residuales del diéxido de cloro son limitadas, por tal motivo, suele
emplearse el cloro como desinfectante secundario para asegurar protecciéon adicional

en el sistema de distribucion.®® %

3.2.4.4. Mecanismos de accion del dioxido de cloro

El diéxido de cloro (ClO,) es un agente antimicrobiano muy potente, tiene menor
efecto microbicida que el ozono, pero es mas potente que el cloro. Es efectivo contra

bacterias, mohos, levaduras, virus, algas y protozoarios. °* >3
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El diéxido de cloro existe en el agua como CIO, (poca o ninguna disociacion) y, por lo

tanto, puede pasar a través de las membranas celulares de las bacterias y destruirlas.

52, 53

Figura 2: ampliacion de una micrografia electronica de transmisioén (TEM) 108,000. Organismos Pseudomonas

. . . . o o 55
aeruginosa después de un minuto de exposicién a la solucion de diéxido de cloro a 10 mg/L.

El efecto que tiene sobre los virus incluye su adsorciéon y penetracién en la capa
proteica de la cdpside viral y su reaccidén con el RNA del virus. Como resultado, el ClIO,
dafa la capacidad genética del virus.** >3

Las investigaciones realizadas en los Estados Unidos y Canada demostraron que el
diéxido de cloro destruye enterovirus, E. coliy amebas y es efectivo contra los quistes
de Cryptosporidium (Finch y otros, 1997). %% %

El diéxido de cloro reacciona con sustancias organicas, generalmente por oxidacion. El
cloro libre, en presencia de precursores organicos, puede formar trihalometanos y
otros compuestos halogenados en cambio el diéxido de cloro oxida al acido hamico,
un precursor de los trihalometanos, con lo que minimiza la formacion de compuestos

52, 53

halogenados (Aieta y Berg, 1986).

% Mecanismo de accion del Diéxido de cloro Estabilizado
El Diéxido de Cloro estabilizado tiene una accién selectiva o atractiva para la
materia organica proteinica que causa la liberacién del Dioxido de Cloro,

39



reduce al minimo el crecimiento de microorganismos. Mientras no haya
crecimiento bacteriano que acidifique el medio para causar su liberacién,
permanecera inerte. Este efecto residual actia como inhibidor del crecimiento
de microorganismos. Disminuye la carga microbiana y su accion es
prolongada, debido a su mecanismo automatico de liberacién de Didxido de
Cloro. Este mecanismo otorga completa proteccion contra los microorganismos

mientras el Diéxido de Cloro esté presente (Ver Anexo 4).

3.2.4.5. Produccion del dioxido de cloro

3.2.4.5.1. Produccion convencional del dioxido de cloro
El di6xido de cloro se genera comunmente mediante dos mecanismos: la reaccién de
clorito de sodio con cloro gaseoso (sistema de dos compuestos quimicos) o mediante
la reaccién de clorito de sodio con hipoclorito de sodio y acido sulfurico (sistema de
tres compuestos quimicos). Las mencionadas reacciones se representan de la
siguiente manera: °'*®

2NaClO, + Cl, -»2CIO, + 2NaCl (dos compuestos)

2NaClO, + NaOCI + H,SO, —»2CIO, + NaCl + Na,SO, + H,O (tres compuestos)

3.2.4.5.2. Produccion de “diéxido de cloro estabilizado”
En la produccién de “diéxido de cloro estabilizado”, las soluciones obtenidas son de
hecho clorito de sodio (NaClO,) que se estabiliz6. El "didxido de cloro estabilizado" se
prepara tamponando NaClO, con carbonato o con fosfato y peroxido de hidrogeno.
Las propiedades del dioxido de cloro estabilizado no son las mismas que el diéxido de
cloro (CIO,) activo ya que su capacidad de oxidacion es mucho mas débil. Para la
produccion cuantitativa y rapida de CIO, estabilizado se necesitaria agregar una

cantidad de solucién acida cuyo pH ideal seria 3; en cambio el ClO, es una molécula
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intacta. En varias publicaciones, se hace mal uso del nombre de diéxido de cloro ya
que es distinta del diéxido de cloro estabilizado y esto puede dar lugar a conceptos
errdbneos que describen el uso de CIO, al 2 %, que corresponde a 20 000 mg/L, lo cual
est4 muy por encima de la cantidad téxica.”'

Junli et al. (2000)** analizaron la forma en la que existe el diéxido de cloro (ClO,) y el
carbonato en la solucion llamada “diéxido de cloro estabilizado” que se estabiliza
usando carbonato de sodio (Na,COs3) y perdxido de hidrogeno (H>O,). Se estudiaron la
termoestabilidad, el espectro de absorcion UV, la especificidad del cromatograma en
papel, la microestructura y el cromatograma iénico de esta solucién estabilizada, y se
contrastd con CIO, y clorito de sodio (NaClO,). Los resultados muestraron que el CIO,
en la solucion de " dioxido de cloro estabilizado " existe en forma de clorito (CIO,™ ), y
el carbonato existe en forma de bicarbonato (HCO;™ ). Por lo tanto, se considera que
la solucion de " didxido de cloro estabilizado " es una solucion mixta de clorito (ClIO;™),

y bicarbonato (HCO;™ ), cuyo pH fue 8.5.

3.2.4.5.3. Produccion de diéxido de cloro activo
El diéxido de cloro (ClO,) es un gas, que para su produccién de manera “activa”, debe
generarse en el momento de la aplicacion mezclando 2 partes separadas, una es la
solucion acida y la otra es el clorito, después el gas es capturado en un liquido o gel a

2 @l término

concentraciones especificas. En el sistema DioxiCare® de Frontier
"diéxido de cloro activo" se utiliza para distinguirlo del diéxido de cloro estabilizado,
este sistema produce un complejo de acido cloroso / diéxido de cloro, que ha logrado
una acidez adecuada para para su uso en el cuerpo. Mediante la produccién de
dioxido de cloro activo, se han realizado intentos para mejorar la solucion de “ClO,

estabilizado”.?2®
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3.2.4.5.4. Produccion del diéxido de cloro de alta pureza
El “didéxido de cloro de alta pureza” difiere de otras soluciones que contienen CIO,, al
producir una tecnologia de membrana especial que garantiza que esté absolutamente
libre de contaminantes y toxinas. Durante la produccion, la estabilidad de la molécula
también ha aumentado. Zoltan Noszticzius y sus colegas presentaron para este
procedimiento en el 2006 un informe de invencion, el cual desde el 2008, ha estado
disponible comercialmente en varios paises de Europa. El diéxido de cloro de alta
pureza producido por esta tecnologia esta disponible en Hungria por Solumium Oral ?'

al 0,03 %; Solumium Dental ?' al 0,12 % y Solumium ?' al 0,3 %. °'

3.2.4.6. Areas de aplicacion de diéxido de cloro

3.2.4.6.1. Uso industrial del diéxido de cloro

Las fabricas de papel en los EE. UU. generan una cantidad enorme de CIO,, 500
toneladas diarias para la pasta blanqueadora. Aunque es mas costoso que el cloro, es
el material de blanqueo preferido porque las propiedades bésicas de la celulosa no se
alteran. La industria textil aplica CIO, de manera similar, donde la prevencion de
lesiones a las fibras es importante. Tanto los materiales celulésicos como los sintéticos
se procesan de esta manera, incluidos algodones, acetatos, rayones, poliésteres,
acrilicos y nylons. El algodén no se degrada porque la reaccion de oxidacion es
altamente selectiva hacia los componentes de lignina y hemicelulosa de la fibra. ClO,
no afecta negativamente a las impresiones o dibujos en papel antiguos, y limpiara
documentos antiguos sin dafar las fibras. *°

El primer uso de cloro (Cl,) como un proceso de tratamiento de agua en los EE. UU.
ocurrié en la ciudad de Jersey en 1908 y de dioxido de cloro en las Cataratas del
Niagara en 1944. El CIO, ahora purifica el agua en mas de 500 instalaciones de
tratamiento de agua en los EE. UU. y muchos mas en Europa. Sélo el diéxido de cloro
entre los desinfectantes comunes de tratamiento de agua (ozono, cloro, cloramina y

dioxido de cloro) no produce signos de malignidad en los animales de prueba. A

42



menudo, el ClIO, se aplica para el tratamiento del agua que no sea la desinfeccion, por
ejemplo, para remediar el olor dificil y problemas de sabor. Los fenoles, en particular,
se oxidan rapidamente y forman clorofenoles olorosos producidos a menudo por el
cloro. CIO, se considera el mejor aditivo para oxidar las impurezas de hierro y
manganeso en el agua potable, y para eliminar el sabor y el olor debido a las algas. El
compuesto también elimina sulfuros de cianuros, aldehidos y mercaptanos. CIO,,
como se usa en la desinfeccién del agua, es mas esporicida que Cl,, es un inactivador
de virus mas potente e inactivador de quistes y protozoos. En el desbordamiento del
agua de lluvia, el CIO, ha demostrado ser activo para todos los virus examinados. *°

Otra aplicacion de CIO, es en el blanqueo de grasas y harina. La amplia experiencia
del blanqueo con diéxido de cloro del sebo (la grasa extraida de restos de carne y
animales muertos) ha demostrado que se trata de un proceso de blanqueo quimico
seguro. El diéxido de cloro convierte selectivamente los cuerpos de color en colores
mas claros sin un ataque sustancial a los antioxidantes naturales presentes en el
aceite que lo protegen contra el envejecimiento y la ranciedad. Los sebos blanqueados
con diéxido de cloro cumplen la "Prueba de refinado y blanqueo", son de color estable
y ahora se usan para la fabricacién de jabones de tocador de la mas alta calidad. *°

Se han realizado muchos estudios de nutricion y toxicologia para evaluar el efecto del
diéxido de cloro en la harina. El tratamiento de la harina con 200 mg/L, administrado a
ratas, no tuvo efecto después de varias generaciones. La harina tratada con hasta 500
mg/L administrada a los cachorros no tuvo un efecto adverso. Trece sujetos humanos
fueron alimentados experimentalmente durante seis semanas con productos de harina
que fueron tratados con dosis de hasta 400 mg/L no presentaron sintomas téxicos
detectables. La harina blanqueada con dosis normal no se reduce apreciablemente en
valor nutritivo. Los &cidos grasos esenciales generalmente no se ven afectados, pero

el tocoferol y la cistina se oxidan. Las reacciones de 21 aminoacidos con CIO, se
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evaluaron usando un ensayo yodométrico, sélo 6 resultaron reactivas a pH 6. Fueron
cisteina, histidina, hidroxiprolina, prolina, triptéfano y tirosina. *°

Se han descrito varias otras aplicaciones dentro de la industria alimentaria. El primer
uso informado de CIO, en la industria conservera fue realizado por Green Giant en Le
Sueur, Minnesota, hace mas de 30 anos. El objetivo era conservar agua y al mismo
tiempo controlar las bacterias. Cuando se agrega CIlO, en lugar de cloro para procesar
las aguas recirculadas para limpiar las papas, el subproducto de almidén, previamente
extraido para pegar cartones, es mejorado a nivel de grado alimenticio y a un valor de
mercado mas alto. Ademas, la necesidad de agua dulce se reduce un 25 %. En este
proceso particular, se agrega 10ppm (partes por millén) de CIO, al agua de lavado
para mantener un 1 ppm de CIO, residual. El diéxido de cloro es excelente como
desinfectante comercial en el saneamiento de huevos de pavo, y su uso no modifica
las propiedades de eclosion de los huevos fértiles. La vida util de los tomates puede
mejorarse mediante el tratamiento con CIO,. El CIO, también encuentra aplicacién en
el blanqueo de las cerezas y como un desinfectante en los pezones de las vacas para
prevenir la mastitis. La FDA (Agencia que regula la Administracién de Medicamentos y
Alimentos) ha permitido recientemente el uso de CIO, para la desinfeccién de pollos,
carne de res, frutas y verduras. *°

Masschelein, en su libro Diéxido de cloro, cita lo siguiente:

“El diéxido de cloro destruye los microorganismos en peces, frutas y vegetales; y el
tratamiento puede llevarse a cabo sin alterar las cualidades nutritivas y organolépticas
del alimento. Tendra lugar ya sea por inmersion de 30 minutos en una solucién acuosa
de 50 a 1000 mg/L (50 a 1000 ppm) de CIO, o por exposicion a aire que contiene de
2000 a 3000 mg/L de CIO,. Este es un tratamiento muy favorable para el
almacenamiento de alimentos congelados. Los alimentos naturales como el pimiento
se pueden esterilizar mediante un tratamiento con aire que contiene de 1000 a 20000

mg/L de CIO,. La conservacién del queso fundido se ve facilitada por la adicién de 100
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a 300 mg/L de CIO, a la leche utilizada para su fabricacion, y de 100 a 400 mg/L a su
agua de lavado. El blanqueo de aceites y grasas, en particular los utilizados para las
necesidades alimentarias, se lleva a cabo mediante una inyeccién maxima de 20000
mg/L de CIO,. El olor medicinal de la limpieza de los camarones se elimina agregando
40 mg/L al agua de lavado. Una dosis de menos de 100 mg/L de CIO, no parece
dificultar el sabor ni el valor nutritivo”. *°

Los productos restantes o residuales en frutas y verduras después del tratamiento con
ClO, son aparentemente cloruro y una cantidad traza de clorito. Una patente de
Frontier Pharmaceutical % implica la disminucién del clorito residual y describe un
método para la liberacion de CIO, a un pH mas alto y mas fisiologico. Algunas
aplicaciones industriales de ClO, ademas del blanqueo o la desinfeccién incluyen: el
tratamiento de cuero, donde CIO, oxida puentes disulfuro de queratina; estabilizacién
de esmaltes de vinilo y latex; aditivo en el control de la contaminacién del aire para
impurezas complejantes tales como mercaptanos y aldehidos; controla los olores de
los efluentes del agua de la planta de procesamiento de harina de pescado; un

oxidante en la preparacion de vacunas; un neutralizante de toxinas; y un grabador de

cobre en la fabricacién de componentes electrénicos. *°

3.2.4.6.2. Uso terapéutico humano del diéxido de cloro
A pesar de sus excelentes propiedades, el CIO, no se usé en medicina humana hasta
la aparicién de una férmula de alta pureza, como la patentada por Solumium® 2, ya
que dicha patente ha logrado realizar un método para producir facil y rapidamente una
solucién mucho mas pura y libre de contaminacion alguna. *'
Se supone que la molécula de diéxido de cloro en solucidon acuosa es altamente
volatil, pero la experiencia demuestra que puede almacenarse durante un periodo de

tiempo mas prolongado a temperatura ambiente y preservando su estabilidad durante
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mas tiempo. El efecto biocida es independiente del pH. Cuando se almacena a
temperaturas mas bajas, la solucién puede reducirse. °'

Las desventajas que hicieron que el CIO, no se utilice en medicina son, que altas
concentraciones de gas pueden causar edema pulmonar, que la molécula misma ya
se conocia desde hace tiempo y por ello las compafias farmacéuticas no tenian
ningun interés en investigar el uso de dioxido de cloro debido a las menores
ganancias. '

La pregunta puede ser correcta, si una sustancia responde fuerte y efectivamente
contra los microorganismos por qué no es dafina para los animales y humanos. La
explicacidbn de esto es que los investigadores que trabajan en las propiedades
quimicas de CIO, encuentran que la selectividad del ClIO, entre humanos o animales y
microbios no se basa en su diferente bioquimica, sino en sus diferentes tamarnos. Esta
propiedad del llamado "tamano selectivo" del CIO, se demostré al observar el tiempo
requerido para transportar la proteina en la membrana y el tiempo requerido para
eliminar la bacteria. Cuando se usa 300 mg/L de solucion de CIO, para eliminar una
bacteria de aproximadamente 1um en tamafo, unos pocos milisegundos son
suficientes. Debido a que el ClO, esta limitado a unos pocos minutos debido a su
volatilidad, puede penetrar en el tejido solo unas pocas décimas de milimetro. **’

El organismo vivo es capaz de protegerse contra el diéxido de cloro (CIO,), a través de
su flujo sanguineo y los procesos de difusién entre las células. El glutation (GSH)
actla como un antioxidante en el cuerpo porque es un agente reductor debido a su
grupo tiol. Protege las capas celulares de los intermediarios oxidantes reactivos, como
los radicales libres y el peroxido de hidrégeno. El proceso puede considerarse como
una revitalizacion natural del cuerpo. °'

Anteriormente, los productos de odontologia con ClO, se usaron por primera vez para
blanquear y superar la halitosis. El ClIO, de alta pureza es utilizado como enjuague

bucal siendo eficaz en la eliminacion de microorganismos patdégenos y biopeliculas,
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también puede utilizarse con fines preventivos y terapéuticos, ayuda a la curacién de
infecciones orales, encias e inflamacion periodontal. Al reducir la cantidad de
compuestos que contienen azufre, compite efectivamente contra la halitosis siendo
una propiedad importante porque el enjuague bucal se usa no solo por sus
propiedades antisépticas sino también para tener un aliento agradable. En
endodoncia, se puede utilizar para irrigar el conducto radicular y eliminar los
microorganismos lo méas perfectamente posible. Se recomienda el uso como aerosol
para la ulceracion nasal. También se considera adecuado para la desinfeccion de

heridas. *'

3.2.4.7. Toxicidad del dioxido de cloro y clorito

Hay muchos factores que determinan si la exposicion al diéxido de cloro y al clorito lo
perjudicara. Estos factores incluyen la dosis (la cantidad), la duracién (por cuanto
tiempo) y de la manera como entr6 en contacto con estas sustancias. También debe
considerar las otras sustancias quimicas a las que usted esta expuesto, su edad, sexo,
dieta, caracteristicas personales, estilo de vida y condicion de salud. ' *

El diéxido de cloro y el clorito usualmente entran al cuerpo cuando la gente toma agua
que ha sido desinfectada con diéxido de cloro. Debido a que el diéxido de cloro se
descompone rapidamente en el aire formando cloro gaseoso y oxigeno, es improbable
que usted respire niveles peligrosos de dioxido de cloro. Sin embargo, si usted respira
diéxido de cloro, esta sustancia podria ser absorbida a través de los pulmones. Es
improbable encontrar clorito en el aire que usted respira. No se sabe si es posible
absorber diéxido de cloro o clorito a través de la piel. ' *°

El diéxido de cloro y el clorito actian rapidamente cuando entran al cuerpo. El diéxido
de cloro se transforma rapidamente a iones de clorito, los cuales se descomponen
hasta convertirse en iones de cloruro. En el cuerpo, estos iones 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
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se descompone también abandona el cuerpo en la orina unos cuantos dias luego de la
exposicién al diéxido de cloro o al clorito. ' *°

El diéxido de cloro y el clorito reaccionan rapidamente en el agua y los tejidos
humedos del cuerpo. Si usted respirara aire que contiene diéxido de cloro gaseoso,
podria sufrir irritacion de la nariz, la garganta y los pulmones. Si usted tragara grandes
cantidades de dioxido de cloro o clorito, podria sufrir irritacién de la boca, el es6fago o
el estbmago. La mayoria de las personas no se expondran al diéxido de cloro o al
clorito en cantidades suficientemente altas como para causar dafo en otras partes del
cuerpo. Sin embargo, si usted se expone a cantidades muy altas de di6xido de cloro o
clorito, podria sufrir falta del aliento y otros problemas respiratorios debido al dafio que
causan estas sustancias a la capacidad de la sangre para transportar oxigeno a través
del cuerpo. No hay ninguna evidencia de que el didéxido de cloro o el clorito afectan la
reproduccion en seres humanos. No hay estudios de céancer en seres humanos
expuestos al didéxido de cloro o al clorito. Basado en informacién incompleta en seres
humanos y en animales, la Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer
(IARC) y la Agencia de Proteccién del Medio Ambiente de EE. UU (EPA) han
determinado que el didxido de cloro y el clorito de sodio no son clasificables en cuanto
a carcinogenicidad en seres humanos. ' *°

Es probable que los nifios expuestos a grandes cantidades de diéxido de cloro o clorito
sufran efectos similares a los observados en adultos. Sin embargo, la exposicion de
ninos al dioxido de cloro gaseoso podria reducir la capacidad de la sangre para
transportar oxigeno mas rapidamente que en adultos. Esto podria hacer mas dificil la
capacidad para respirar. Partes del cerebro de nifos expuestos a grandes cantidades

de diéxido de cloro antes de nacer pueden desarrollarse mas lentamente que lo

normal. Este efecto se ha observado en animales jévenes, pero no en seres humanos.

10, 49
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La Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA), regula el nivel de
diéxido de cloro en el aire en el ambiente ocupacional. El limite de exposicion
ocupacional al diéxido de cloro para una jornada de 8 horas diarias, 40 horas por
semana es de 0.1 partes por millén (0,28 miligramos por metro cibico [mg/m?3])."% *°

La Agencia de Proteccién del Medio Ambiente de EE. UU (EPA), ha establecido una
concentracion maxima permitida en agua potable de 0.8 miligramos de diéxido de

cloro por litro de agua (mg/L) y 1.0 mg/L del i6n de clorito. ' *°

Muchas evaluaciones han demostrado que los compuestos de ClO, no son téxicos.
Cinco décadas de uso no han indicado ningun efecto adverso sobre la salud. Las
principales areas de uso han sido la desinfeccion del suministro de agua, la
eliminacion de sabores y olores no deseados y el blanqueamiento en las industrias de
celulosa, papel y textiles. Las pruebas toxicolégicas incluyen la ingestién de CIO, en
agua potable, adiciones al cultivo de tejidos, inyecciones en la sangre, desinfeccion de
semillas, desinfeccion de huevos de insectos, inyecciones debajo de la piel de
animales y en el cerebro de ratones, administrado en quemaduras a mas de 1500
ratas, e inyecciones en los tallos de las plantas. Las pruebas "estandar" incluyen,
Mutaciéon Ames, Hamster Chino, Ojo de Conejos, Abrasion de Piel, Farmacodinamica

y Teratologia. ' *°

En un estudio de cultivo tisular, se colocé una solucién de diéxido de cloro (Dioxiderm
de Frontier®? 100mg/L) altamente diluido en células CD4 infectadas con H..V. Los virus
fueron inactivados dentro de la célula, asi como en el sobrenadante, y con poco dafno
a la célula CD4. Las células hijas 6 dias después, aunque no tan viables como los
controles, no estaban infectadas. Esto es particularmente impresionante teniendo en
cuenta que la mayoria de los viricidas son citotoxicos, incluso a altas diluciones. Se

demostrd una eficacia y no toxicidad similares en las semillas de col infectadas, 4000

49



semillas fuertemente infectadas con bacterias se remojaron durante aproximadamente
2 hora en desinfectante de CIO,. Ninguna bacteria permanecié después de este

periodo, y las semillas crecieron normalmente. '**°

En los Estados Unidos de Norteamérica, con el fin de reducir la contaminacion del aire
y el agua, la EPA propone sustituir el blanqueador de cloro habitual por el diéxido de
cloro en todas las plantas de celulosa y papel en todo el pais. Esto afecta a 350
instalaciones y le cuesta a la industria unos $ 4 mil millones. Con la perspectiva de
cambiar del cloro al diéxido de cloro en su suministro de agua, EPA y American Water
Works (empresa de servicios basicos que opera en Estados Unidos y Canadd) en el
pasado han encargado mas de 100 documentos y estudios sobre la toxicidad del CIO..
Se han realizado muchos estudios controlados en animales sobre los efectos de la
ingestién de clorito de sodio y di6xido de cloro a partir de concentraciones de 1 a 1000
mg/L. Metabdlicamente, tanto CIO,como CIO,™ se reducen rapidamente después de la
ingestion. Las pruebas de cloro radiactivo muestran que la mayor parte del cloro
marcado se excreta de la orina en forma de ion CI” con una pequefna cantidad de
ClO,™. El nivel de efecto no observado (NOEL) de los estudios de ingestion en
animales que implican CIO, y CIO,, es de 100 ppm, aproximadamente la
concentracién del gel DioxiDerm de Frontier® para uso tépico. La vida media para la
eliminacion de CIO, y CIO,” del plasma es menos de la mitad que la de hipoclorito

(HOCI). 1%

En un estudio, voluntarios humanos bebieron CIO, o CIO,™ en una soluciéon de hasta
24 ppm y no mostraron efectos adversos. Varios estudios examinaron los efectos
sobre la toxicidad reproductiva o la teratologia. No hay evidencia de malformacion fetal
o defectos de nacimiento en las concentraciones de CIO,, en la via de beber ni en la

piel, hasta 100 ppm. Con la alimentacion prolongada, la toxicidad se produce
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principalmente en los glébulos rojos. Las ratas alimentadas hasta 1000 mg/L
crénicamente durante 6 meses no mostraron cambios hematoldgicos significativos. Sin
embargo, después de 9 meses, los recuentos de glébulos rojos, el hematocrito y la

hemoglobina disminuyeron en todos los grupos de tratamiento. ' *

La falta de toxicidad a largo plazo, pero a un nivel bajo, se ve dramaticamente ilustrada
por dos estudios separados en los que ratas, y abejas meliferas, fueron alimentadas
con CIO, en altas dosis durante un periodo de dos anos. No se observaron efectos

nocivos con hasta 100 mg/L agregados al suministro de agua. '>*

En un estudio de sensibilizacién de la piel, se inyectaron liquido y gel de CIO; (similar
a Dioxiderm de Frontier®®) intradérmicamente en cobayos, 10 veces en
aproximadamente 3 semanas. No se observd reaccion de sensibilidad. En el sitio de
inyeccion liquida continua, se desarrollaron areas necroticas debido al bajo pH de 2,7.
Este dafo fue reversible. Sin embargo, el pH del Liquido Dioxiderm gel de Frontier® es
mucho mas alto a pH 4, y probablemente evitaria este dano temporal. Un estudio de
irritacion ocular en conejos indicd enrojecimiento en la conjuntiva después de una
hora, que se volvié normal después de 24 horas. La cornea y el iris permanecieron sin

cambios después del tratamiento. '* *°

La desinfeccion rapida y la no toxicidad son propiedades que normalmente no se
encuentran una al lado de la otra en el mismo compuesto. Por ejemplo, el
formaldehido y el acido peracético son fuertes y, a menudo, se utilizan como
esterilizantes, pero también son tdxicos e irritantes. La clorhexidina y los compuestos
de yodo inhiben la curacién de heridas. Debido a que tanto la velocidad de

desactivacion como la no toxicidad se combinan en liquidos y geles de Frontier®?, se
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abren nuevas posibilidades para productos tdpicos importantes, asi como para la

desinfeccién comercial de superficies. ' *°

No hay informes en la literatura cientifica de toxicidad por contacto con la piel,
ingestion, o mutagenicidad. Pareceria que la aplicacion efectiva de este compuesto
como un medicamento topico para enfermedades de la piel, como un desinfectante en
los alimentos, asi como un esterilizante en frio en los instrumentos y articulos de

vidrio, es algo que deberia haberse realizado hace mucho tiempo. '
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IV. HIPOTESIS Y VARIABLES

4.1. Formulacion de la hipotesis

Existe actividad antimicrobiana in vitro del didxido de cloro estabilizado en flora

mixta del dorso de la lengua.

4.2. Variables de estudio

Variable Independiente:

Di6éxido de cloro estabilizado.

Variable Dependiente:
Actividad antimicrobiana del didxido de cloro estabilizado en flora mixta de dorso

de lengua.

Variables de control:
Control positivo: Clorhexidina 0,12 %

Control negativo: Agua destilada estéril
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4.3. Operacionalizacion de variables
VARIABLE DEFINICION DIMENSION | INDICADOR | ESCALA VALOR
0,30 %
Cantidad de
Es una solucién Grado de diéxido de
Dioxido de . concentracion cloro o
que contiene . " Cuantitativa o
cloro dibxido de cloro del di6xido de | estabilizado ordinal 0,12 %
estabilizado activo cloro diluido en
’ estabilizado agua
destilada
0,03 %
Sensibilidad
nula
<8 mm. de
diametro
Nivel de Sensibilidad
sensibilidad limite
- Actividad de segun 9-14 mm.
'.A‘Ct.'v'da.d determinadas diametro del de diamet
antimicrobiana . Grado de oL € diametro
) sustancias o halo de Cualitativa —
en flora mixta capaces de actividad inhibicion ordinal Sensibilidad
delgsrs;oade inhibir antimicrobiana medido en 15r—q%drlr?m
9 microorganismos. mm. y segun de diémetr6
las pautas d5e6
Duraffourd. Sumamente
sensible
=20 mm.
de diametro
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V.

DISENO METODOLOGICO

5.1. Tipo de investigacion
e Segun el tiempo de ocurrencia de los hechos y registros de la
informacién es: Prospectiva.
e Segun el periodo y secuencia de estudio: Transversal.

e Segun el andlisis y alcance de los resultados: Experimental.

5.2. Poblacion y muestra

5.2.1. Poblacion

Pacientes que acudieron a atenderse a la Clinica de la Facultad de Odontologia de

la Universidad Nacional Mayor de San Marcos en el afo 2017.

5.2.2. Muestra

18 pacientes que acudieron a atenderse a la Clinica de la Facultad de Odontologia
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, muestra no probabilistica por

conveniencia.

5.2.3. Seleccion de la muestra

Se examinaron a los pacientes que acudieron a atenderse a la Clinica de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y que

cumplieron los criterios de inclusion y exclusion establecidos.

5.2.4. Criterios de inclusion
« Pacientes de 18 anos a més, sistémicamente sanos (ASA I).
» Pacientes que presenten lengua saburral.

« Pacientes que acepten dar su consentimiento informado.
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5.2.5. Criterios de exclusion

» Pacientes menores de 18 anos de edad.

« Pacientes con enfermedad sistémica leve, controlada y no incapacitante (ASA

.

« Pacientes con enfermedad sistémica grave, pero no incapacitante (ASA ).

» Pacientes con enfermedad sistémica grave e incapacitante, que constituye

ademas amenaza constante para la vida (ASA V).

« Pacientes que aun reuniendo los criterios de inclusién no deseen participar.

5.3. Materiales

5.3.1. Material microbioldgico:

18 caldos TSB (Caldo Tripticasa Soya)
18 caldos BHI (Infusion Cerebro Corazon)

36 medios de Agar BHI (Infusiéon Cerebro Corazén)

5.3.2. Material de soluciones y tiras reactivas quimicas:

Diéxido de cloro estabilizado 5 % (marca Dioxill Plus de la empresa
Juandy E.I.R.L Peru)

Gluconato de clorhexidina 0,12 %

Agua destilada estéril

Tiras indicadoras para didéxido de cloro

Tiras indicadoras para pH

5.3.3. Material de vidrio:

Espatula Drigalsky

03 fiolas de 50 mL

03 pipetas de 10 mL, 5 mL, 1mL
01 beaker de 150mL

04 baguetas
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5.3.4.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Otros materiales:

» Hisopos Flockeados estériles

= (06 envases de polietileno de alta densidad de 60 mL
= 180 discos de papel filtro estéril
» 180 tips estériles

= Micropipeta

» Pinzas estériles

= Guantes estériles

= Campos, plumoén indeleble

= Mechero y ron de quemar

» Estufa para incubacién

= Camara fotografica

Método

Instrumento
¢ Informacion del estudio y formulario de consentimiento (Ver Anexo 1).

e Ficha de recoleccion de datos (Ver Anexo 2 y 3).

Procedimientos y técnicas

Obtencidn del diéxido de cloro estabilizado

Se obtuvieron las diluciones del didxido de cloro estabilizado 5 % (marca
Dioxill Plus de la empresa Juandy E.I.R.L Perd. Ver Anexo 4 y 5) a las
concentraciones de 0,30 %; 0,12 % y 0,03 %. Las diluciones se hicieron
unicamente con agua estéril, luego fueron depositadas en envases de

polietileno de alta densidad de 60 mL de color ambar y se midié el pH de
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cada solucién con las tiras indicadoras de pH (marca MColorpHast™ de la

empresa Merck KGaA. Alemania).

Verificacion de la concentracion de dioxido de cloro activo

Se verificd la concentracién del diéxido de cloro activo de cada solucién
con las tiras indicadoras de di6xido de cloro (marca Insta-Test® Analytic
High Range Chlorine Dioxide de la empresa LaMotte Company USA. Ver

Anexo 6).

Obtencion de la muestra de flora mixta del dorso de la lengua

La muestra se obtuvo directamente de la saburra presente en el dorso de
la lengua para ello se utilizd dos hisopos flockeados estériles (marca
FLOQSwabs™ de la empresa COPAN Diagnostics Inc. USA) por paciente,
uno de ellos se deposité en el caldo TSB (Caldo Tripticasa Soya) para
bacterias aerobias y el otro en el caldo BHI (Infusion Cerebro Corazén)
para bacterias exigentes metabolicamente y anaerobias facultativas. Luego
fueron transportados al Laboratorio de Microbiologia, en un tiempo no
mayor de 15 minutos para su procesamiento. Los medios de transporte

permitirdn mantener viables a las bacterias presentes en la muestra.

Determinacion de la actividad antibacteriana in vitro

Método de Difusion en Agar

Fundamento:

La inhibicion del crecimiento bacteriano, mediante la difusién de las
sustancias activas en un medio sélido la que se evidencia con la formacién

de halos de inhibicion.
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Muestra de diéxido de cloro

El diéxido de cloro en concentraciones de 0,30 %; 0,12 % y 0,03 %.
Control negativo

Se utilizd agua destilada estéril.

Control positivo.

Se utiliz6 clorhexidina al 0,12 %

Inoculacién e incubacion de la muestra

Bajo condiciones estériles se procedi6 a sembrar 100 pl de la muestra
proveniente del medio de transporte, utilizando una micropipeta y puntas
de pipeta estériles; extendiéndola con la espatula de Drigalsky en Agar BHI
(Infusién Cerebro Corazén) y tratando de no dejar ninguna parte de la
superficie libre del inéculo.

Con pinzas estériles se coloc6 en cada placa de medio de cultivo 5 discos
de papel de filtro estériles de la siguiente manera: 1 disco de papel de filtro
con 20 ul de diéxido de cloro estabilizado al 0,30 %; 1 disco de papel de
filtro con 20 ul de diéxido de cloro estabilizado al 0,12 %; 1 disco de papel
de filtro con 20 pl de diéxido de cloro estabilizado al 0,03 %; 1 disco de
papel filtro con 20 ul de clorhexidina 0,12 % (control positivo) y 1 disco de
papel de filtro con 20 ul de agua destilada estéril (control negativo).

Se obtuvieron 36 placas que fueron divididas en dos grupos de 18 placas
cada uno, las placas del primer grupo fueron llevadas a incubar a 37 °C por
24 horas en condiciones de aerobiosis y las placas del segundo grupo
fueron llevadas a incubar a 37 °C por 24 horas en condiciones

anaerobiosis facultativa.
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Lectura de los halos de inhibicion

Luego de 24 horas de incubacién se realizo la lectura con la observacion y
medicién del diametro en milimetros (mm) de las zonas claras de inhibicién
del crecimiento bacteriano, se registr6 los didmetros promedios que se
formaron alrededor de cada disco de papel filtro en las fichas de

recoleccién de datos (Ver Anexo 2 y 3).
Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro

Para la interpretacion de los resultados en la evaluacion de tipo cualitativa
se tomé como referencia los valores de sensibilidad segin Duraffourd.*®
Los cuales se clasifican segun el diametro 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 15a 19 mm.

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

mm.

Coloracion Gram

Se realizd6 dos frotices, uno proveniente del cultivo de Agar BHI en
condiciones de aerobiosis y el otro del cultivo de Agar BHI en condiciones
de anaerobiosis facultativa; luego se procedié a realizar la Coloracién

Gram, respectivamente.
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5.4.3. Recoleccion de datos

Los datos obtenidos se registraron en una ficha elaborada previamente para este
fin (Ver Anexo 2 y 3). La medicion del diametro de los halos de inhibicion fue en
milimetros (mm), se midi6 en las 36 placas con medio de cultivo Agar BHI
(Infusién Cerebro Corazén). Cada placa con 5 discos de papel filtro embebidos con
diéxido de cloro estabilizado 0,30 %; 0,12 %; 0,03 %; como control negativo agua

destilada y como control positivo clorhexidina al 0,12 %, respectivamente.

5.5. Plan de tabulacion y analisis estadistico

Para el procesamiento y analisis de datos se utilizé el paquete estadistico SPSS
versidén 24. Con la informacién recogida se conformé una base de datos de acuerdo a
las variables estudiadas, luego se realizé los andlisis estadisticos descriptivos con
medidas de tendencia central tal como la media y medidas de dispersiébn como
desviacién estandar. Para los analisis estadisticos inferenciales se utilizé la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis, donde los datos fueron procesados aplicandose los
intervalos de confianza al 95 %, para determinar el nivel de significancia de los
resultados (p < 0,05). Para su representacion grafica se utilizd tablas, se presentd
también una figura de caja y linea comparando la actividad antimicrobiana entre los

grupos, tanto en condiciones de aerobiosis como de anaerobiosis facultativa.
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V. RESULTADOS

Se realizaron 36 ensayos validos: 18 en condiciones de aerobiosis y 18 en condiciones

de anaerobiosis facultativa.

Las observaciones microscépicas a la Coloracion Gram de los cultivos en el Agar, me
mostraron en el grupo de bacterias que crecieron en condiciones de aerobiosis
abundantes cocos en cadena y diplococos, también se encontr6 bacilos pero en menor
proporcion. En el grupo de bacterias que crecieron en condiciones de anaerobiosis

facultativa se encontré abundantes cocos en cadena.

En cada uno de los ensayos se clasifico al dioxido de cloro (CIO,) estabilizado segun
las diluciones obtenidas a la concentracion del 0,30 %; 0,12 % y 0,03 %, ademas de la

clorhexidina como control positivo y el agua destilada como control negativo.

El método de difusion en Agar, permitio la evaluacién in vitro de la actividad
antimicrobiana de las diferentes concentraciones del dioxido de cloro (CIO,)
estabilizado. Se evidencié la formacién de halos de inhibicibn en una de las
concentraciones del diéxido de cloro estabilizado, estos resultados fueron clasificados

segun la escala de medicién de Duraffourd.

En la obtencion de las diluciones del dioxido de cloro (ClO,) estabilizado a sus
diferentes concentraciones, se comprobd la presencia de didéxido de cloro activo con
las tiras indicadoras de di6xido de cloro (marca Insta-Test® Analytic High Range
Chlorine Dioxide de la empresa LaMotte Company USA) y también se midi6 el pH de
cada solucién con las tiras indicadoras de pH (marca MColorpHast™ de la empresa

Merck KGaA. Alemania). Se evidencié que para la concentracion del 0,30 % hay de

62



dioxido de cloro activo un aproximado de 100 mg/L con un pH de 8,5; para la
concentracion del 0,12 % hay de diéxido de cloro activo un aproximado de 50 mg/L
con un pH de 7,5 y para la concentracion del 0,03 % hay de diéxido de cloro activo un

aproximado de 25 mg/L con un pH de 6,5. Tabla 1.

Tabla 1. Concentracion de dioxido de cloro activo y valores de pH segun las

diferentes concentraciones del diéxido de cloro estabilizado.

Concentracion

Valores de pH
*ClO, estabilizado *ClO, activo
0,30 % 100 mg/L 8,5
0,12 % 50 mg/L 7,5
0,03 % 25 mg/L 6,5

*ClO,: Dioxido de cloro

6.1. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA in vitro DEL DIOXIDO DE CLORO

ESTABILIZADO EN FLORA MIXTA DE DORSO DE LENGUA

Los valores de los halos de inhibicion incluyen el diametro del disco de papel filtro: 5
mm.

Los halos de inhibicibn de mayor diametro se presentaron Unicamente en la
concentracion de ClO2 estabilizado al 0,30 %, con una media de 8,1 mm. Las
concentraciones de ClO2 estabilizado al 0,12 % y 0,03 % no presentaron halo de
inhibicion sobre la flora mixta del dorso de la lengua, los 5 mm indican el diametro del

disco de papel filtro. La Clorhexidina al 0,12 % presenté halos de inhibicion de mayor
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diametro que el CIO2 estabilizado al 0,30 %, con una media de 12 mm. Como era de
esperar el control negativo (agua destilada estéril) no presenté halos de inhibicién.

Tabla 2.

Tabla 2. Halos de inhibicion promedio segun las diferentes concentraciones del

didxido de cloro estabilizado en condiciones de aerobiosis.

Concentracion . . .
Media Desviacion

*ClO, estabilizado *ClO, activo " (mm)  estandar vinime. Maxime
0,30 % 100 mg/L 18 8,1 2,4 5 12
0,12 % 50 mg/L 18 5 0 5 5
0,03 % 25 mg/L 18 5 0 5 5
Clorhexidina 0,12 % 18 12 0,9 10 13
Control negativo 18 5 0 5 5

*ClO2: Dioxido de cloro

Los valores de los halos de inhibicion incluyen el diametro del disco de papel filtro: 5
mm.

Los halos de inhibicibn de mayor diametro se presentaron Unicamente en la
concentracion de CIO, estabilizado al 0,30 %, con una media de 7,2 mm. Las
concentraciones de CIO, estabilizado al 0,12 % y 0,03 % no presentaron halo de
inhibicién sobre la flora mixta del dorso de la lengua, los 5 mm indican el diametro del
disco de papel filtro. La Clorhexidina al 0,12 % presentd halos de inhibicion de mayor
diametro que el CIO, estabilizado al 0,30 %, con una media de 12 mm. Como era de
esperar el control negativo (agua destilada estéril) no presenté halos de inhibicion.
Tabla 3.
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Tabla 3. Halos de inhibicion promedio segun las diferentes concentraciones del

diéxido de cloro estabilizado en condiciones de anaerobiosis facultativa.

Concentracion . . .
Media Desviacion

*ClO, estabilizado *ClO, activo " (mm)  estandar inime exime
0,30 % 100 mg/L 18 7,2 2 5 10
0,12 % 50 mg/L 18 5 0 5 5
0,03 % 25 mg/L 18 5 0 5 5
Clorhexidina 0,12 % 18 12 0,9 8 13
Control negativo 18 5 0 5 5

*ClO.: Dioxido de cloro

6.2. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA in vitro DEL
DIOXIDO DE CLORO ESTABILIZADO EN FLORA MIXTA DE DORSO DE

LENGUA

Se utilizé la prueba Pos-Hoc de Kruskal Wallis para comparar las medias entre grupos.
Los halos de inhibicion promedio del diéxido de cloro (ClO,) estabilizado al 0,30 % fue
de 8,1 mm y de las concentraciones al 0,12 % y 0,03 % fueron de 5 mm, se determiné
que existe diferencia estadisticamente significativa entre la concentracion de CIO,
estabilizado al 0,30 % y las concentraciones menores (p < 0,05). El ClO, estabilizado
al 0,12 % y 0,08 % no presentaron halos de inhibicién en flora mixta de dorso de
lengua, los 5 mm indica el didmetro de los discos de papel filtro, se determind que no
existe diferencia estadisticamente significativa (p > 0,05).

Existe diferencia estadisticamente significativa entre la clorhexidina al 0.12% (control
positivo) y las concentraciones de CIO, estabilizado al 0.30%, 0.12% y 0.03%, donde
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los halos de inhibicién promedio de todas las concentraciones de CIO, estabilizado
fueron menores comparadas al control positivo que fue de 12mm (p < 0,05).

No existe diferencia estadisticamente significativa entre el control negativo (agua
destilada) y las concentraciones de CIO, estabilizado al 0.12% y 0.03% (p > 0,05).
Existe diferencia estadisticamente significativa entre el control negativo y la

concentracion de ClO; estabilizado al 0.30% (p < 0,05). Tabla 4.

Tabla 4. Comparacion entre parejas de grupo en condiciones de aerobiosis.

Dioxido de cloro Significancia

estabilizado
0,30 % vs 0,12 % p(0,001) < 0,05 Significativo
0,30 % vs 0,03 % p(0,001) < 0,05 Significativo
0,12 % vs 0,03 % p(1,000) > 0,05 No significativo

Clorhexidina vs 0,30 % p(0,032) < 0,05 Significativo

Clorhexidina vs 0,12 % p(0,001) < 0,05 Significativo

Clorhexidina vs 0,03 % p(0,001) < 0,05 Significativo
Control negativo vs 0,30 % p(0,001) < 0,05 Significativo
Control negativo vs 0,12 % p(1,000) > 0,05 No significativo

Control negativo vs 0,03 % p(1,000) > 0,05 No significativo

Los halos de inhibicion promedio del diéxido de cloro (CIO,) estabilizado al 0,30 % fue
de 7,2 mm y de las concentraciones al 0,12 % y 0,03 % fueron de 5 mm, se determin6
que existe diferencia estadisticamente significativa entre la concentracion de CIO,
estabilizado al 0,30 % y las concentraciones menores (p < 0,05). El CIO, estabilizado

al 0, 12 % y 0,03 % no presentaron halos de inhibicién en flora mixta de dorso de
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lengua, los 5 mm indica el didmetro de los discos de papel filtro, se determind que no
existe diferencia estadisticamente significativa (p > 0,05).

Existe diferencia estadisticamente significativa entre la clorhexidina al 0,12 % (control
positivo) y las concentraciones de ClO, estabilizado al 0,30 %; 0,12 % y 0,03 %, donde
los halos de inhibicidon promedio de todas las concentraciones de CIO, estabilizado
fueron menores comparadas al control positivo que fue de 12mm (p < 0,05).

No existe diferencia estadisticamente significativa entre el control negativo (agua
destilada) y las concentraciones de CIO, estabilizado al 0,12 % y 0,03 % (p > 0,05).
Existe diferencia estadisticamente significativa entre el control negativo y la

concentracion de ClO, estabilizado al 0,30 % (p < 0,05). Tabla 5.

Tabla 5. Comparacion entre parejas de grupo en condiciones de anaerobiosis

facultativa.

Dioxido de cloro
estabilizado

Significancia

0,30 % vs 0,12 %

0,30 % vs 0,03 %

0,12 % vs 0,03 %
Clorhexidina vs 0,30 %
Clorhexidina vs 0,12 %
Clorhexidina vs 0,03 %

Control negativo vs 0,30 %
Control negativo vs 0,12 %

Control negativo vs 0,03 %

p(0,016) < 0,05
p(0,016) < 0,05
p(1,000) > 0,05
p(0,002) < 0,05
p(0,001) < 0,05
p(0,001) < 0,05
p(0,016) < 0,05
p(1,000) > 0,05

p(1,000) > 0,05

Significativo
Significativo
No significativo
Significativo
Significativo
Significativo
Significativo
No significativo

No significativo
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6.3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA in vitro DEL DIOXIDO DE CLORO
ESTABILIZADO EN FLORA MIXTA DE DORSO DE LENGUA SEGUN LA
ESCALA DE DURAFFOURD

Se organizé los resultados segun la escala de medicién de Duraffourd, en el que se
obtuvo que para la concentracién del 0,30 % de CIO, estabilizado, en el 50 % de los
casos, los halos de inhibicion en flora mixta de dorso de lengua fueron de 9 a 12 mm.
lo que indica una actividad antimicrobiana limite (sensibilidad limite); en cambio las
demas concentraciones 0,12 % y 0,03 % presentaron halos de inhibicién de 5 mm. lo
que indica una actividad antimicrobiana nula (sensibilidad nula).

La clorhexidina present6 halos de inhibicion de 10 a 13 mm. en el 100 % de los casos,
lo que indica una actividad antimicrobiana limite (sensibilidad limite).

El control negativo presentdé una actividad antimicrobiana nula en el 100 % de los

casos (sensibilidad nula). Tabla 6.
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Tabla 6. Actividad antimicrobiana de las diferentes concentraciones del dioxido

de cloro estabilizado en flora mixta de dorso de lengua en condiciones de

aerobiosis.
Actividad antimicrobiana del diéxido de cloro (CIO,)
estabilizado segun Duraffourd
Concentracion Sensibilidad Sensibilidad Sensibilidad S‘;'::s“i‘;g‘e
nula (-) limite (+) media (++) (+4++)
<gmm.  914mm.  1519mm. _*7
ClO, ClO, 220 mm.

estabilizado activo
N % N % N % N %

0,30 % 100 mg/L 9 50 9 50 0 0 0 0
0,12 % 50mg/L 18 100 0 0 0 0 0 0
0,03 % 25mg/L 18 100 0 0 0 0 0 0
Clorhexidina 0,12 % 0 0 18 100 0 0 0 0
Control negativo 18 100 0 0 0 0 0 0

Valores de sensibilidad segun Duraffourd. *°

Se organizé los resultados segun la escala de medicién de Duraffourd, en el que se
obtuvo que para la concentracion del 0,30 % de CIO, estabilizado, en el 39 % de los
casos, los halos de inhibicion en flora mixta de dorso de lengua fueron de 9 a 10 mm,
lo que indica una actividad antimicrobiana limite (sensibilidad limite); en cambio las
demas concentraciones 0,12 % y 0,03 % presentaron halos de inhibicién de 5 mm. lo
que indica una actividad antimicrobiana nula (sensibilidad nula). La clorhexidina
presentd halos de inhibicion de 9 a 13 mm. en el 94 % de los casos, lo que indica una
actividad antimicrobiana limite (sensibilidad limite). El control negativo presenté una

actividad antimicrobiana nula en el 100 % de los casos (sensibilidad nula). Tabla 7.
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Tabla 7. Actividad antimicrobiana de las diferentes concentraciones del diéxido
de cloro estabilizado en flora mixta de dorso de lengua en condiciones de

anaerobiosis facultativa.

Actividad antimicrobiana del diéxido de cloro (CIO,)
estabilizado segun Duraffourd

Concentracion Sensibilidad Sensibilidad Sensibilidad Sg:‘:;?;:te
nula (-) limite (+) media (++) (+++)
< 8 mm. 9-14 mm. 15-19 mm. >
ClO, ClO, 220 mm.
estabilizado  activo
% N % N % N %
0,30 % 100 mg/L 11 61 7 39 0 0 0 0
0,12 % 50 mg/L 18 100 0 0 0 0 0 0
0,03 % 25 mg/L 18 100 0 0 0 0 0 0
Clorhexidina 0,12 % 1 6 17 94 0 0 0 0
Control negativo 18 100 0 0 0 0 0 0

Valores de sensibilidad segtin Duraffourd. >

Los halos de inhibicion de mayor didmetro se presentaron en la concentracién del
dioxido de cloro estabilizado al 0,30 %, con una media de 8,1 mm; las demas
concentraciones dieron una media de 5 mm, que es la medida del didmetro del disco
de papel filtro, no presentando halo de inhibicién en flora mixta de dorso de lengua. La
clorhexidina al 0,12 % presenté halos de inhibicion de mayor diametro que el didxido
de cloro estabilizado al 0,30 %, con una media de 12 mm. El control negativo no

presento halos de inhibicién. Figura 1.
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Figura 1. Halos de inhibicion promedio segun diferentes concentraciones del

diéxido de cloro estabilizado en condiciones de aerobiosis.

Los halos de inhibicion de mayor didmetro se presentaron en la concentracién del
diéxido de cloro estabilizado al 0,30 %, con una media de 7,2 mm; las demas
concentraciones dieron una media de 5 mm, que es la medida del diametro del disco
de papel filtro, no presentando halo de inhibicién en flora mixta de dorso de lengua. La
clorhexidina al 0,12 % present6 halos de inhibicién de mayor diametro que el didxido
de cloro estabilizado al 0,30 %, con una media de 12 mm. El control negativo no

presentd halos de inhibicion. Figura 2.
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Figura 2. Halos de inhibicion promedio segun diferentes concentraciones del

diéxido de cloro estabilizado en condiciones de anaerobiosis.
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VIl. DISCUSION

En los dltimos afnos se ha intensificado las investigaciones acerca de la actividad
antimicrobiana del di6xido de cloro contra un amplio rango de microorganismos
patégenos como bacterias, hongos, virus y parasitos, considerandolo el antiséptico
local ideal ° encontrando que el diéxido de cloro acttia de manera selectiva en funcién
al tamano, ya que puede eliminar organismos de tamafo micrométrico rapidamente,
pero no puede causar dafos reales a organismos mucho mas grandes, como los
animales o los humanos, ya que no puede penetrar profundamente en sus tejidos

Vivos.

Para determinar la actividad antimicrobiana del diéxido de cloro se han utilizado las
concentraciones basadas en investigaciones previas, tal es el caso de Soares et al. ¥
quienes demostraron el efecto clinico de un enjuague bucal que contiene diéxido de
cloro a la concentracion de 0,30 % en la reduccion de compuestos de azufre volatiles
(VSC). Herczegh et al. * demostraron la efectividad in vitro del diéxido de cloro a la
concentracion de 0,12 %, para eliminar el biofilm bacteriano proveniente del
Enterococcus faecalis. También Herczegh et al. *® demostraron la eficiencia del
diéxido de cloro a la concentracion de 0,03 % en microorganismos patégenos
naturales de la flora oral y en biopeliculas bacterianas in vitro. Los autores probaron su
eficiencia frente a Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Enterococcus

faecalis, Candida Albicans, Veellela alcalescensy Eikenella corrodens.

El diéxido de cloro activo presente en la solucion denominada “diéxido de cloro
estabilizada” al 5 % (marca Dioxill Plus de la empresa Juandy E.I.R.L Peru. Ver Anexo
4 y 5), ha servido de base para la elaboracién de diluciones a las concentraciones de

0,30 %, 0,12 % y 0,03 %, encontrandose que el agente activo “didéxido de cloro” esta
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presente en menor proporcion, esto fue verificado con las tiras reactivas para dioxido
de cloro (marca Insta-Test® Analytic High Range Chlorine Dioxide de la empresa
LaMotte Company USA. Ver Anexo 6), donde se pudo apreciar que para la
concentracion del 0,30 % hay de diéxido de cloro activo un aproximado de 100 mg/L
(miligramos por litro), para 0,12 % hay de diéxido de cloro activo un promedio de 50
mg/L y para 0,03 % hay de diéxido de cloro activo un aproximado de 25 mg/L. Este
resultado esta en concordancia a lo descrito por Junli et al.>* que concluyeron que la
solucién de diéxido de cloro estabilizada es una solucion mixta que tiene
principalmente clorito y bicarbonato. La solucion de diéxido de cloro estabilizado
utilizada en el presente estudio tiene poca cantidad de diéxido de cloro activo; pero al
ser una solucién que tiene principalmente clorito se deduce que al agregarle una
solucién &cida o encontrarse en un medio acido (como el caso del pH de la saliva en
boca el cual en condiciones patolégicas puede descender a pH 4) se podria obtener
mas dioxido de cloro activo. Sin embargo es necesario tener en cuenta que el pH de la
saliva presente en lengua de un individuo sano oscila entre 6,5 a 7 lo que liberaria
poco didxido de cloro; pero si el individuo se encuentra cursando una enfermedad de
importancia odontolégica el pH se veria afectado, tornandolo mas acido, lo cual
facilitaria la liberacién del dibéxido de cloro activo; en cambio en condiciones in vitro

esto se veria limitado.

El di6xido de cloro estabilizado y mas aun el diéxido de cloro (molécula intacta) han
demostrado ser eficaces en bacterias anaerobias y aerobias como lo demuestran los

antecedentes de la presente investigacion.?”*

Especificamente para el caso del
diéxido de cloro estabilizado evaluado en el presente estudio, podemos destacar los
resultados de las siguientes investigaciones, tal es el caso de Grootveld et al. # que

demostraron que el didxido de cloro y el anion clorito presente en el enjuague bucal

formulado por ellos, redujo los niveles de Streptococcus mutans y lactobacilos
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salivales. Mohammad et al. 2 demostraron la eficacia de un enjuague bucal de di6xido
de cloro al 0,8 % (Dioxident) en el manejo clinico y microbiolégico de la candidiasis
crénica atréfica, donde el nimero de unidades formadoras de colonias de Candida
albicans se redujeron. Peruzzo et al. *® que demostraron que un enjuague bucal que
contiene CIO, estabilizado puede mantener los compuestos de azufre volatiles en
niveles muy bajos. Shinada et al. ¥ demostraron que el di6xido de cloro estabilizado
parece ser eficaz en la reducciéon de la placa, la biopelicula de la lengua y de los
recuentos de Fusobacterium nucleatum en la saliva. Drake y Villahauer * demostraron
que el enjuague bucal a base de diéxido de cloro estabilizado fue efectivo en la muerte
contra los patégenos periodontales (Actinomyces viscosus, Actinomyces naeslundii,
Actinomyces odontolyticus, Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Peptostreptococcus micros y Prevotella

nigrescens) a los cinco minutos.

La metodologia de los estudios del diéxido de cloro estabilizado antes mencionados no
es comparable con la presente investigacion, ya que dichos antecedentes disponen de
patentes y productos dentales disponibles en el mercado de cada pais; en cambio en
el Peru no esta disponible aun como producto dental pero si como potabilizador de
agua y para la desinfeccion de frutas y verduras (Ver anexo 4), es por ello que se
evalu6é de manera in vitro y hasta la concentracién de 0,30 % (100 mg/L) en base a la
concentracion maxima para enjuague bucal encontrada en la literatura, como lo
evidenciaron Mohammad et al. 2 donde usaron un enjuague bucal de diéxido de cloro

estabilizado al 0,8 % que contenia 100 mg/L de diéxido de cloro activo.

75



VIl. CONCLUSIONES

- La presente investigacion demostré que existe actividad antimicrobiana in vitro del
diéxido de cloro estabilizado en flora mixta del dorso de la lengua a la concentracion

de 0,30 % tanto en condiciones de aerobiosis como de anaerobiosis facultativa.

- Se evidencia en el método de difusién en Agar, que la actividad antimicrobiana in
vitro del diéxido de cloro estabilizado en flora mixta de dorso de lengua a la
concentracion del 0,30 % es de una sensibilidad limite segun Duraffourd tanto en

condiciones de aerobiosis como de anaerobiosis facultativa.

- Las concentraciones de diéxido de cloro estabilizado al 0,12 % y 0,03 % no

presentan actividad antimicrobiana in vitro en flora mixta de dorso de lengua tanto en

condiciones de aerobiosis como de anaerobiosis facultativa.
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IX. RECOMENDACIONES

- Se recomienda trabajar en futuras investigaciones con mas diluciones que permitan

evaluar no sélo al diéxido de cloro como enjuague bucal sino como un posible irrigante

para su uso en endodoncia.

- Se recomienda ampliar el nUmero de muestras para mejorar los resultados.

- Se recomienda trabajar la muestra con pacientes que tengan un diagnéstico claro de

enfermedad estomatoldgica, para evitar el sesgo en los resultados.
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ANEXOS

ANEXO 1: INFORMACION DEL ESTUDIO Y FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO

Titulo: “Actividad antimicrobiana in vitro del diéxido de cloro estabilizado sobre flora

mixta de dorso de lengua”.

Investigador: Betty Yuliana Guzméan Vazquez N2 Celular: 961701059

Institucion: Facultad de Odontologia Universidad Nacional Mayor de San Marcos

La informacidén que se describe a continuacion, describe la presente investigacion y el
papel que usted desempefia como participante de la misma.

Obijetivo de la Investigacion
Determinar la actividad antimicrobiana in vitro del di6xido de cloro estabilizado en flora
mixta de dorso de lengua.

Participacion en el Estudio
Recoleccion de muestra de saburra del dorso de la lengua.

Procedimientos que se seguiran durante la investigacion

Usted sera uno de los 18 pacientes de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, cuya muestra de saburra lingual sera recolectada en
caldo TSB (Caldo Tripticasa Soya) y caldo BHI (Infusion Cerebro Corazén). Después
de ello, dichas muestras se sembraran con espatula Drigalsky en placas de Agar BHI
(Infusion Cerebro Corazén). Luego mediante el método de Difusiéon en Agar, los discos
de papel de filtro seran embebidos con 20 microlitros de las siguientes soluciones:

1.- Dioxido de cloro 0,03 %

2.- Di6xido de cloro 0,12 %

3.- Di6xido de cloro 0,3 %

4.- Clorhexidina 0,12 % (control positivo)
5.- Agua estéril (control negativo)
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Los discos seran colocados con pinzas estériles en las placas y se procedera a
incubarlas a 37 °C por 24 horas en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis para su
posterior lectura y medicién de sus halos de inhibicién.

Confidencialidad:

La ficha de datos en la cual usted se identifica y el consentimiento informado que firmé
seran revisados por el investigador. Los resultados de esta investigacion podran
presentarse para su exposicién, sin embargo, su identidad no sera divulgada en tales

presentaciones.

Consentimiento:
He leido y conversado con el investigador sobre esta hoja de informacion y formato de
consentimiento y entiendo el contenido. Por tanto doy consentimiento voluntario para

participar en la investigacion.

Nombres y Apellidos Firma

Fecha: / /
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ANEXO 2: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA CONDICIONES DE

AEROBIOSIS

La medicién de los halos de inhibiciéon sera en milimetros (mm.), se mediran en las 18
placas con medio de cultivo Agar BHI (Infusion Cerebro Corazén). Cada placa con 5
discos de papel filtro embebidos con diéxido de cloro estabilizado 0,30 %; 0,12 %; 0,03
%; como control negativo agua destilada y como control positivo Clorhexidina al 0,12

%, respectivamente.

Concentracion de diéxido de cloro CHx Agua
estabilizado 0,12 % destilada

0,30 % 0,12 % 0,03 % C(+) C(-)

Placa N°1

Placa N°2

Placa N°3

Placa N°4

Placa N°5

Placa N°6

Placa N°7

Placa N°8

Placa N°9

Placa N°10

Placa N°11

Halo de inhibicion (mm)

Placa N°12

Placa N°13

Placa N°14

Placa N°15

Placa N°16

Placa N°17

Placa N°18
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ANEXO 3: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA CONDICIONES DE

ANAEROBIOSIS FACULTATIVA

La medicién de los halos de inhibicidn sera en milimetros (mm.), se mediran en las 18
placas con medio de cultivo Agar BHI (Infusion Cerebro Corazén). Cada placa con 5
discos de papel filtro embebidos con diéxido de cloro estabilizado 0,30 %; 0,12 %; 0,03
%; como control negativo agua destilada y como control positivo Clorhexidina al 0,12

%, respectivamente.

Concentracion de diéxido de cloro CHx Agua
estabilizado 0,12 % destilada

0,30 % 0,12 % 0,03 % C(+) C(-)

Placa N°1

Placa N°2

Placa N°3

Placa N°4

Placa N°5

Placa N°6

Placa N°7

Placa N°8

Placa N°9

Placa N°10

Placa N°11

Halo de inhibicion (mm)

Placa N°12

Placa N°13

Placa N°14

Placa N°15

Placa N°16

Placa N°17

Placa N°18
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ANEXO 4: FICHA TECNICA DEL DIOXIDO DE CLORO ESTABILIZADO

JUANDY E.I.LR.L

Las Redes 327, Las Lagunas — La

Molina DIO x ILL PL' IS Versién: 01
Teléfono: 966-397320 / 99573- Fecha: Enero 2011
1985 (DIOXIDO DE CLORO AL 5%)

e-mail:vrzamudio@hotmail.com

BACTERICIDA, FUNGICIDA, VIRUCIDA, ALGUICIDA

Descripcion:

DIOXILL PLUS, es una soluciéon de Diéxido 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 téxico, no corrosivo y no
f inflamable. Es amigable con le medio ambiente.

DIOXILL PLUS, basa su composicién quimica en la aprobacion
FDA capitulo 21 CFR 178.1010, y FDA seccién 173.300 y 173.325,
que permite su aplicacion en el lavado de frutas y verduras; asi como
también, su aplicacién en la industria carnica, lactea, agricola, agua,

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

Propiedades FlSlcas y Quimicas:

Estado Fisico Liquido

Color : Amarillo claro

Olor : Ligeramente clorado

% Diéxido de Cloro 53+0.2

Densidad a 20°C : 1.10 +£ 0.05

pH a20°C : 1230+ 0.5

Explosividad : No explosivo

Solubilidad : Completamente soluble en agua
Estabilidad : 1 afo
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Control Microbiolégico:

Disminuye la carga microbiana y su accion es prolongada, debido a su mecanismo automatico
de liberacién de Diéxido de Cloro. Este mecanismo otorga completa proteccién contra los
microorganismos mientras el Diéxido de Cloro esté presente.

El Diéxido de Cloro estabilizado tiene una accién selectiva o atractiva para la materia orgédnica
proteinica que causa la liberaciéon del Diéxido 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

microorganismos.

Ventajas que da el uso del DIOXILL PLUS:

1.- Amigable con el Medio Ambiente

2.- Facil manejo y aplicacion.

3.- No es téxico.

4.- No produce Trihalometanos (moléculas cancerigenas)
5.- No deja olor ni sabor.

6.- No irrita y no desprende gases.

7.- Soluble en agua completamente.

8.- No es corrosivo en las cantidades recomendadas.

Reto microbiano:

Efectiva accién microbiana del 99.9999% sobre:

Escherichia coli Vibrio cholerae
Listeria monocytogenes Clostridium botulinum
Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
Salmonella sp Bacillus cereus
Clostridium perfringens E. coli 0157:H7
Hongos Levaduras osmofilas

Recomendaciones de uso:

Desinfeccion de equipos : 25 - 50 ppm
Desinfeccidn de utensilios : 50 -100 ppm
Desinfeccidn frutas y verduras : 50 — 80 ppm
Desinfeccidn de carcasas de vacuno : 25 —-50 ppm
Desinfeccion de carcasas de cerdo : 50 -100 ppm
Desinfeccidn de carcasas de aves : 10 — 20 ppm
Desinfeccion de Pescados y mariscos 20 —40 ppm
Desinfeccidon de ambientes : 100 -150 ppm
Potabilizacién de agua : 1 -2 ppm
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Tabla de Diluciones x 100 litros de agua

DIOXILL PLUS
4.00 2
10.00 5
100.00 50
200.00 100
300.00 150
400 .00 200
2000.00 1000

Modo de aplicacion:
Aplicacién directa por enjuague
Inmersién en la solucién sanitizante
Aplicacién con mochila pulverizadora
Aplicacién con dosificadores

Presentacion

Envases de polietileno de alta densidad de 30, 25, 20, 15, 10 y 6 litros
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ANEXO 5: HOJA DE SEGURIDAD DEL DIOXIDO DE CLORO ESTABILIZADO

JUANDY E.I.LR.L

Las Redes 327, Las Lagunas — La

Molina DIOXILL PLUS Versién: 01
Teléfono: 966-397320 / 99573- Fecha: Enero 2011
1985 (DIOXIDO DE CLORO AL 5%)
e-mail:vrzamudio@hotmail.com

HOJA DE SEGURIDAD DE MATERIALES
(MSDS)

SECCION 1: PRODUCTO QUIMICO E IDENTIFICACION DE LA COMPANIA

Nombre: DIOXILL PLUS
Uso: Sanitizante

Identificacion del Fabricante / Proveedor

Fabricante: Juandy E.LLR.L.
Direccion de la planta: Mz. K, Lt. 18, Urbanizacién Covitiomar—Santa Rosa—Lima—
Peru

SECCION 2: COMPOSICION / INFORMACION DE LOS INGREDIENTES

COMPONENTES PROPORCION
Diéxido de cloro 50 g/l
Carbonato de Sodio 1g1

Agua desionizada csp 11

‘ SECCION 3: INFORMACION DE LOS PELIGROS

PIEL: En contactos prolongados con la piel el producto puro, puede causar
irritacion.

0JOS: Puede causar irritacién.

INHALACION: Puede causar ligera irritacion.

INGESTION: Puede causar gastritis, ndusea, vomitos y diarrea.
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CLASIFICACION NFPA PARA RIESGOS

AZUL: SALUD
0= NO TOXIXO
1=LEVEMENTE DANINO
2=DANINO
3=ALTAMENTE DANINO
4=LETAL

ROJO: INFLAMACION
0=NO INFLAMABLE
1=SOBRE 1002C
2=SOBRE 40°C

3=SOBRE 252C

AMARILLO:

0=NULA

1=INESTABLE AL CALOR
2=REACTIVO AL CALOR
3=REACTIVO AL CALOR E IMPACTOS

BLANCO: RIESGO ESPECIFICO
Ox = OXIDANTE

ACID = ACIDO

ALK = ALCALINO

SECCION 4: MEDIDAS DE PRIMEROS AUXILIOS

PIEL: Lavar la piel por lo menos 15 minutos con abundante agua y jabén. Retirar la ropa
contaminada y el calzado. Transporte a la persona al médico inmediatamente si la irritacion a la
piel persiste.

0OJOS: Mantener los ojos abiertos y lavar con abundante agua por lo menos 15 minutos.
Asegurar el lavado debajo de los parpados pero ocasionalmente levantar los parpados. No
intente retirar los lentes de contacto a menos que este entrenado. Transporte al médico
inmediatamente si la irritacion a los ojos persiste.

INHALACION: Si hubiera emanaciones de gas y este fuera inhalado, retirar a la persona a un

lugar ventilado.
INGESTION: Lavar inmediatamente la boca con abundante agua. No induzca al vémito.

Mantener al paciente en reposo y acuda al médico.

SECCION 5: MEDIDAS PARA EXTINCION DE INCENDIOS

Dioxill Plus, no es inflamable, en caso de fuego, se pueden formar emanaciones de di6xido de
cloro explosivas; por lo, tanto sugerimos que este producto no se seque en su ropa. Material
oxidante, evite el contacto con dcidos, agentes reductores u otros oxidantes.

Utilice el agua como medio para sofocar un incendio.
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SECCION 6: MEDIDAS EN CASO DE DERRAMES ACCIDENTALES

Precaucion personal:

Utilice equipos de proteccion personal adecuada (resistentes a quimicos).

Métodos de limpieza

Para grandes derrames absorber con tierra o arena y juntar en un envase, rotular y colocar en un

lugar para su disposicion. Para pequefios derrames enjuagar con agua y eliminar por drenajes

autorizados.

SECCION 7: MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

ALMACENAJE:

MANIPULEO:

Almacenar en ambiente ventilado, bajo sombra, mantener los envases
bien cerrados y alejados del calor. No inhalar del depdsito. No almacenar
cerca a productos 4cidos, materiales reductores, oxidantes ni solventes
organicos.

Evitar contacto con la piel u ojos, usando implementos de seguridad
adecuados para manipulacién de productos quimicos

EQUIPOS DE PROTECCION: Guantes de jebe o neopreno, lentes protectores.

‘ SECCION 8: CONTROL EN CASO DE EXPOSICION Y PROTECCION PERSONAL

0JOS: Usar gafas pro
PIEL: Utilizar ropa re

tectoras.
sistente a dlcalis. Botas de goma y protector de brazos y piernas.

PROTECCION RESPIRATORIA: Usar mascarilla.
MANOS: Utilizar guantes resistentes a dlcalis

SECCION 9: PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

Estado Fisico

Color

Olor

% Dioéxido de Cloro
Densidad a 20°C
pH a 20°C
Explosividad
Solubilidad
Estabilidad

Liquido

Amarillo claro

Ligeramente clorado

53402

1.10 + 0.05

12.30 + 0.05

No explosivo

Completamente soluble en agua
1 afio
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SECCION 10: ESTABILIDAD Y REACTIIVIDAD

Estabilidad: El producto es estable.

Riesgos de incompatibilidad: Evitar contacto con reductores, oxidantes, dcidos y donadores de
cloro los cuales liberaran diéxido de cloro.

Riesgos de descomposicion: El vapor generado a altas temperaturas (Descomposicion Térmica)
puede liberar gases irritantes de di6xido de cloro.

Riesgo de polimerizacion: No ocurre.

Recomendaciones especiales: No presenta.

SECCION 11: INFORMACION TOXICOLOGICA

Toxicidad Oral Aguda (DL s0) > 2000 mg/kg peso corporal/dia.
Toxicidad Oral Dermal (DL s50) > 2000 mg/kg peso corporal/dia.
Toxicidad Oral Inhalatoria (CL s) > 5 mg/I de aire.

Irritacién Cutdnea: Levemente Irritante.

Irritacién Ocular: Levemente Irritante.

Sensibilizacién cutdnea: No Sensibilizante

Clasificacion Toxicoldgica segin la OMS: Ligeramente peligroso

SECCION 12: INFORMA CION ECOLOGICA

Producto téxico para los peces y vida acudtica, se recomienda no verter el producto puro
directamente en el drenaje.

SECCION 13: INFORMACION DE DISPOSICION DE DESECHOS

Para la eliminacion de desechos seguir la regulacidn vigente para cada pafs.
En el Perd el ente regulador es la Direccién General de Salud Ambiental (DIGESA), mediante
la Ley General de Residuos Soélidos N° 27314 y su Reglamento N° 057-2004-PCM

SECCION 14: INFORMACION DE TRANSPORTE

Clasificacién de Riesgo NFPA:
Salud: 1.

Inflamabilidad: 0

Reactividad: 0

Riesgo especifico: Alcalino.

Regulado como material peligroso por DOT, IMO, 6 IATA., para transporte aéreo.
Solo aceptado para transporte maritimo o terrestre.
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SECCION 15: INFORMACION REGULATORIA

Ley General de Salud N° 26842 del 26 de Julio de 1,997. Articulos 96,97 “Normas Técnicas

Sobre agentes Quimicos en Ambientes de Trabajo”.

SECCION 16: OTRA INFORMACION

Este producto debe ser transportado, almacenado, manejado y utilizado de acuerdo con las
practicas correctas de higiene industrial y respetando las normas ambientales vigentes. La
informacion aqui contenida estd basada en el estado actual de nuestro conocimiento y pretende
describir las caracteristicas del producto desde el punto de vista de las exigencias ambientales y

de seguridad. Por lo tanto, no deben ser tomadas como garantia de propiedades especificas.

DIOXILL PLUS cuenta con Autorizaciéon Sanitaria Vigente otorgada por el Ministerio de
Salud del Per1 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

ainos de vigencia)
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ANEXO 6: CERTIFICADO DE LAS TIRAS REACTIVAS PARA DIOXIDO DE CLORO

CERTIFICATE OF ANALYSIS

3002

Chlorine Dioxide HR Test Strips
54514

99



ANEXO 7: FLUXOGRAMA DE PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

1. OBTENCION DEL DIOXIDO DE CLORO (CIO,) ESTABILIZADO

I!oxill Plui
x
LWy

ClO;
estabilizado al
5%

A DESTILADA ESTERL
= =
== W
T e——e

Agua
destilada
estéril

/N

\__/

Se agit6 la dilucién
para homogenizar
las sustancias.

o

4
5
¢
&
&

Se deposité 6 mL de CIO;
estabilizado, conforme lo
indica la férmula.

V1 C1 =V2C2

(5 %) (V1) = (0,3 %) (100 mL)
V,= (0,3 %) (100) / (5 %)
V,=6 mL

Se vertié el agua destilada estéril en un
beacker y con una pipeta volumétrica de

—

Se deposité la
dilucién de CIO,
estabilizado
0,30 % en un
envase de color
ambar.

10 mL se llevd a llenar la fiola de 100 mL/

Vy: volumen 1

Ci: concentraciéni
V2: volumen 2

C,: concentracién

3

/fﬁ/
{
&
4
&
5

V4

/
///
P

~
& e

5

diluciéon

Se completé la

estéril hasta el aforo.

con agua

APa0N LD

2By LB
R T Y]

Se midi6 elpH y la
concentracion de
CIO; activo con las
tiras de LaMotte.
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2. OBTENCION DE LA MUESTRA DE SABURRA LINGUAL

~ ~

TSB BHI
Muestra de saburra Se depositd la muestra en los respectivos caldos
de dorso de lengua. para su transporte hasta la realizacién del cultivo.

{:\:\

Y

5 /)

Se inocul6 el medio soélido con
100pL de la muestra y se utilizé la
espatula de  Drigalsky para

Se embebi6 los discos de ~—
papel filtro con 20uL de la
solucion CIO; estabilizada

extenderla. 0.30 %.
0,12 % 0,12 %
0,30 % 0,08 % 0.30 % 0,03 %
© C+ C- C+
Método de
difusion en
Agar BHI
Condiciones Condiciones de
de aerobiosis anaerobiosis
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3. LECTURA DE HALOS DE INHIBICION Y COLORACION GRAM

0,12 %
030> 0,03 % :> :>
0,12 %
O o ?
c o 0.30 % 0.03 %

- +

O

C- C+

Al hacer la lectura después de 24
horas, se observé la formacién de
halos de inhibicién en el control
positivo y en la concentracién de
ClO; estabilizada 0,30%.

De las colonias que crecieron en el
Agar se tomé una muestra de
bacterias con el asa de siembra.

L

Se procedi6 a realizar los pasos de la coloracion Gram

=

PRSI NN

¥/

Se llevo la
muestra a
una lamina
portaobjeto

Ay = =

Cuando estuvo seca la muestra se le
aplicé una gota de aceite de inmersién
para observar al microscopio.

En ambas muestras
se observé bacterias
Gram positivas. En
condiciones de
aerobiosis se observd
cocos, diplococos vy
bacilos.

;Se observé al microscopio

En condiciones
de

anaerobiosis se
observé
abundantes
cocos en
cadena.
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ANEXO 8: REGISTRO FOTOGRAFICO

Preparacion de las diluciones de diéxido de cloro estabilizado a las

concentraciones de 0.03%, 0.12% y 0.3%

ol -y

' Chlorine
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Obtencion de la muestra de saburra de lengua
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Procedimiento del método de difusién en Agar

Mesa de trabajo
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Medio de transporte 36 caldos: 18 de TSB y 18 de BHI

LT
A L

10 iR
‘

\

e -

LN

|/ 4 [ —— b

106



Inoculacion de la muestra en medio Agar BHI y colocacion de los discos de

papel filtro embebidos con las muestras correspondientes
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Incubacion en condiciones de aerobiosis

Incubacion en condiciones de anaerobiosis facultativa
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Halos de inhibicién formados después de 24 horas

Condiciones de anaerobiosis
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Procedimiento de la Tincion Gram

Se realiz6 dos frotices, uno proveniente del cultivo de Agar BHI en condiciones de
aerobiosis y el otro del cultivo de Agar BHI en condiciones de anaerobiosis facultativa;
luego se procedid a realizar la Coloracion Gram, respectivamente.

Se procedié a realizar la Tincion Gram.
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Al llevar las muestras de las bacterias al microscopio se observé que estos
pertenecian al grupo de bacterias Gram positivos. Esto se dio tanto para las bacterias

gue crecieron en condiciones de aerobiosis como las de anaerobiosis.
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En el grupo de bacterias que crecieron en condiciones de aerobiosis se encontro: A:
cocos en cadena, B: diplococos y C: bacilos.

En el grupo de bacterias que crecieron en condiciones de anaerobiosis se encontré:
abundantes cocos en cadena.
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ANEXO 9: ESTADISTICOS UTILIZADOS

Estadisticos Descriptivos

Desviacion Error
N Media estandar estandar Minimo Maximo
Halo inhibicién | Control Negativo 18 5.000 0.0000 0.0000 5.0 5.0
(aerobiosis) Control Positivo 18 12.000 0.9075 0.2139 10.0 13.0
Di6xido de cloro 0.3% 18 8.111 2.3983 0.5653 5.0 12.0
Di6xido de cloro 0.12% 18 5.000 0.0000 0.0000 5.0 5.0
Di6xido de cloro 0.03% 18 5.000 0.0000 0.0000 5.0 5.0
Total 90 7.022 2.9980 0.3160 5.0 13.0
Halo inhibicién | Control Negativo 18 5.000 0.0000 0.0000 5.0 5.0
(anaerobiosis | control Positivo 18 11.333 1.4142 0.3333 8.0 13.0
i) Di6xido de cloro 0.3% 18 7.202 20452 0.4821 50 10.0
Dixido de cloro 0.12% 18 5.000 0.0000 0.0000 5.0 5.0
Diéxido de cloro 0.03% 18 5.000 0.0000 0.0000 5.0 5.0
Total 90 6.711 2.7076 0.2854 5.0 13.0

Prueba no paramétrica

Prueba de kruskal-wallis para muestras independientes

Resumen de prueba de hip6tesis

Hipétesis nula Prueba Sig. Decision
1 La distribucion del Halo de inhibicion Prueba de Kruskal-Wallis 0.001 Rechazar la hipdtesis nula
(aerobiosis) es la misma entre las para muestras indepedientes

categorias de Grupo

2 La distribucion del Halo de inhibicion Prueba de Kruskal-Wallis 0.001 Rechazar la hipdtesis nula
(anaerobiosis facultativa) es la misma entre las |para muestras indepedientes
categorias de Grupo

Estadisticos de prueba

Halo inhibicién Halo inhibicién
(aerobiosis) (anaerobiosis)
Chi-cuadrado 77,978 74,303
GL 4 4
Sig. asintética ,000 ,000

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacién: Grupo
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Rangos

Grupo N Rango promedio
Halo inhibicion (aerobiosis) Control negativo 18 29,50
Control positivo 18 80,47
Dioxido de cloro 0.3% 18 58,53
Diéxido de cloro 0.12% 18 29,50
Diéxido de cloro 0.03% 18 29,50
Total 90
Halo inhibicién (anaerobiosis) Control negativo 18 31,00
Control positivo 18 80,67
Diéxido de cloro 0.3% 18 53,83
Diéxido de cloro 0.12% 18 31,00
Dioéxido de cloro 0.03% 18 31,00
Total 90
Comparacion entre parejas de grupo (Post-Hoc)-condicion aerobiosis
Estadistico de | Desv.Estadistico ) L.
Muestral Muestra 2 Sig. Sig.ajust
contraste de contraste
Control negativo Dioxido de cloro 0.12% 0 0 1.000 1.000]
Control negativo Dioxido de cloro 0.03% 0 0 1.000 1.000
Control negativo Dioxido de cloro 0.3% -22.833 -3.899 0.001 0.001
Control negativo Control positivo -50.972] -6.847| 0.001 0.001]
Dioxido de cloro 0.12% |Dioxido de cloro 0.03% 0 0 1.000 1.000
Dioxido de cloro 0.12% |Dioxido de cloro 0.3% 29.028] 3.899 0.001 0.001
Dioxido de cloro 0.12% |Control positivo 50.972 6.847| 0.001 0.001
Dioxido de cloro 0.03% |Dioxido de cloro 0.3% 29.028] 3.899 0.001 0.001
Dioxido de cloro 0.03% |Control positivo 50.972 6.847 0.001 0.001
Dioxido de cloro 0.3% Control positivo 21.944] 2.948 0.003 0.032

Comparacion entre parejas de grupo (Post-Hoc)-condicién anaerobiosis facultativa

Muestral Muestra 2 Estadistico de | Desv.Estadistico sig. sig.ajust
contraste de contraste
Control negativo Dioxido de cloro 0.12% 0 0 1.000] 1.000
Control negativo Dioxido de cloro 0.03% 0 0 1.000] 1.000
Control negativo Dioxido de cloro 0.3% -22.833 -3.162 0.002 0.001
Control negativo Control positivo -49.667 -6.879 0.001 0.001
Dioxido de cloro 0.12% |Dioxido de cloro 0.03% 0 0] 1.000] 1.000
Dioxido de cloro 0.12% |Dioxido de cloro 0.3% 22.833 3.162 0.002 0.001
Dioxido de cloro 0.12% |Control positivo 49.667 6.879 0.001 0.001
Dioxido de cloro 0.03% |Dioxido de cloro 0.3% 22.833 3.162 0.002 0.001
Dioxido de cloro 0.03% |Control positivo 49.667 6.879 0.001 0.001
Dioxido de cloro 0.3% Control positivo 26.833] 3.716| 0.001 0.032
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