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RESUMEN:

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto del dentrifico " Colgate Total " sobre
el crecimiento del S. mutans, establecer una concentracion inhibitoria minima y
buscar una aproximacién a un tiempo y concentracién Optimos para el uso
adecuado de este producto.

Se trabajé con una cepa nativa de S. mutans del grupo d.

El microorganismo fue sometido a una prueba de sensibilidad con diferentes
concentraciones del dentrifico para obtener la concentracién inhibitoria minima.
Luego se realiz6 un disefio experimental con la metodologia de superficie de
respuesta, con las variables tiempo y concentracién; este fue realizado con la
ayuda del programa stat graphics. El disefio obtenido fue realizado primero sin
ninguna modificacién y luego fue repetido fijando el pH en 5.5 y agregando 5 %
sacarosa. Se encontré una concentracion inhibitoria minima de 25 mg/ml y en
cuanto a la interaccién de las variables encontramos que a medida que aumenta el
tiempo, aumenta el nimero de unidades formadoras de colonias. La concentracion
y tiempos 6ptimos fueron 62,5 mg/ml y 3 minutos respectivamente; y 72.5 mg/ml y
2.8 minutos para el experimento con pH 5.5 y 5 % de sacarosa. Se encontré un
valor umbral de 90 mg/ml y 78 mg/ml a partir del cual el numero de unidades
formadoras de colonias asciende nuevamente.

De esto podemos concluir que:

o La concentracion inhibitoria minima de Colgate Total sobre el S. mutans en agar tioglicolato es

de 25 mg/ml.

o Concentraciones superiores a 78 mg/ml muestran tendencia a aumentar el nimero de unidades
formadoras de colonias.
o El Colgate Total tiene un efecto bacteriostatico sobre el S. mutans.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the effect of the dentifrice "Colgate Total"
over the growth of Mutans Streptococci, and a minimum inhibitory concentration for
the adequate use of this product.

A native strain of Mutans Streptococci of d group, was used. This microorganism
was subjected to a sensibility test with different concentrations of dentifrice in order
to obtain a minimum inhibitory concentration. Then, an experimental design was
carried out with the methodology of surface response with variables of time and
concentration. This was done with the help of Stat Graphics program . The design
accomplished was done first without alterations, then it was repeated fixing pH at
5.5 and adding 5% of sacarose. A minimum inhibitory concentration was
established in 25 mg/ml. The relationship between the variables determined that as
time passes, the number of colonies increases.

The optimum time and concentration was established in 62.5 mg/ml in 3 min, and in
the second experiment 72.5 mg/ml in 2.8 min. A threshold was also established in
90 mg/ml and 78 mg/ml from where the number of colonies increases. From this
findings we conclude:

o Concentrations above 78 mg/ml show a tendency to increase the number of colonies.
o The effect that "Colgate Total" shows over the microorganism is bacteriostatic.
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INTRODUCCION Y REVISION DE LA LITERATURA:

El dentrifico es un producto usado masivamente para la prevencion
de la caries y en general como ayudante de la higiene oral,
tradicionalmente los componentes de este producto han sido:
Agentes abrasivos, estabilizantes, humectantes, agentes espesantes
o ligantes, agentes aglutinantes, agentes espumantes y agentes
aromatizantes (1).

Se han realizado estudios para probar el efecto sobre los
microorganismos orales de diferentes sustancias usadas en los
dentifricos como: Triclosan, cloruros, lauril sulfato de sodio, citrato de
zinc, clorhexidina, acido maléico, copolimero o gantrez, metoxitileno,
carbonato de calcio, pasta de base de aluminio, aceite de silicona,
cloruro de sodio y algunos productos naturales. Se ha encontrado
que todos ejercen efecto inhibitorio y que algunas combinaciones son
mas eficaces (2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11).

Recientemente, salio al mercado el dentifrico "Colgate TotalRe9", que
contienen como agentes terapéuticos Gantrez y Triclosan. El
Triclosan es un polvo que actua como bactericida de amplio espectro
(12,13) y el Gantrez es un hidrocoloide comestible sintético, es un
espesante y estabilizante que se usa como base de los dentrificos,
porque al entrar en contacto con las enzimas salivares no produce



azucares que puedan fermentarse como en el caso de otros
hidrocoloides (14). Segun los fabricantes esta combinacién ejerce un
efecto antibacterial de accion continua, que evita la caries y mantiene
la salud de los tejidos orales.

Con el fin de comprobar esta accién antibacterial, se realizd un
estudio cuasiexperimental ~ in vitro”, utilizando una cepa nativa de S.
Mutans del grupo d, aislado de un paciente de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Antioquia. Este microorganismo es
habitante normal de la cavidad oral y es considerado uno de los
principales factores etioldgicos en la produccién de la caries dental
(15). Entre sus caracteristicas fundamentales esta su capacidad de
mutar, de alli que se puede encontrar en forma de bacilo o coco (15).
Es anaerobio facultativo y puede sintetizar glucano a partir de
sacarosa, lo que le permite adherirse a superficies duras, es
acidogénico (15) y tiene capacidad de sobrevivir a un pH muy bajo
por largo tiempo, manteniendo su pH interno estable (16).

Por medio de este estudio, se pretende esclarecer si el dentifrico
“Colgate Total ~ ejerce un efecto antibacterial y de ser este un efecto
inhibitorio determinar la concentracién inhibitoria minima y establecer
una aproximacion al tiempo y la concentracion optima que se debe
usar este producto.

MATERIALES Y METODOS:

Este estudio se realizé con una cepa nativa de s. mutans del grupo d,
aislado en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Antioquia. Teniendo el
microorganismo aislado, se procedi®é a realizar la prueba de
sensibilidad para encontrar la concentracion inhibitoria minima del
dentrifico sobre el S mutans. Se seleccionaron 10 concentraciones
de Colgate Total cuyos rangos oscilaban entre los 200 mg/ml a 1
mg/ml y el control. Estas concentraciones fueron llevadas a papeles
de filtro de 6 mm de didametro a cajas de petri previamente
preparadas con agar tioglicolato e inoculadas con S. mutans en fase
exponencial, estas fueron llevadas a camara de anaerobiosis a 37
grados centigrados por 26 horas. Pasado este tiempo se procedio a
medir los halos de inhibicion, siendo la concentracion minima de 25
mg/ml. Después de esto se realizé un disefio experimental, basado
en la metodologia de superficie de respuesta. Este problema habria
sido resuelto utilizando la metodologia convencional de probar todas
las combinaciones de concentraciones y tiempos pero la metodologia
de superficie de respuesta presenta ventajas, ya que permite
determinar el valor Optimo de la respuesta cuando varian
simultaneamente las dos variables y permite reducir el numero de
experimentos por la utilizacion de una ecuacion ajustada de segundo
grado, que arroja un disefio factorial, rotable. Para esto, nos valimos
del programa stat graphics que nos permite en forma facil obtener el
disefio experimental mas adecuado después de establecer los
rangos de cada variable y posteriormente una vez que se ingresan
los valores de la respuesta, permite obtener el grafico de la superficie
de respuesta y el valor 6ptimo de dicha respuesta.



Se establecio para el tiempo un rango de 1 a 5 minutos, ya que es lo
que una persona se demora en cepillarse, y para la concentracion un
rango de 25 a 100 mg/ml porque 25 mg/ml fue la concentracion
inhibitoria minima encontrada para el Colgate Total sobre el S.
mutans en la prueba de sensibilidad realizada anteriormente, y 100
mg/ml fue la concentracion inhibitoria maxima encontrada por Moran,
Addy y Wade en 1988 (2).

La respuesta que se midi6 para cada combinacion de factores
(tiempo vs concentracion), fue el numero de unidades formadoras de
colonias de S. mutans. Después se realiz6 la graficacion de la
respuesta en relacion con el tiempo y concentracion del dentifrico. De
esta grafica se calculd la concentracion minima de dentifrico y el
tiempo minimo para obtener una respuesta 6ptima en cuanto al
numero de unidades formadoras de colonias, entendiéndose por
respuesta oOptima el menor numero de unidades formadoras de
colonias.

Primero se prepararon las soluciones de la siguiente manera: Se
prepararon 250 ml de solucién del dentifrico de 200 mg/ml, los cuales
fueron centrifugados durante 5 minutos, para eliminar abrasivos y
otros interferentes, de esto se elimind el precipitado y se tomo el
sobrenadante para preparar las soluciones, ya que los agentes
activos son dispersantes en agua.

Las soluciones preparadas fueron de las concentraciones 115.5, 100,
62.5, 25 y 9.5 mg/ml, luego se prepard el inoculo, usando como
método de estandarizacion el patron de Mc Farland para comparar su
turbidez 6pticamente con el inéculo, asegurandonos asi de utilizar la
misma concentracion bacteriana en todos los experimentos. De este
inéculo se tomaban 1000 microlitros que fueron depositados en cada
tubo de ensayo con las soluciones Colgate Total antes mencionadas,
inmediatamente después se agité cada tubo en un vortex. Después
de los tiempos establecidos por el disefo experimental se procedié a
filtrar por membrana estas soluciones hasta que pasara por completo
todo el contenido por filtros de nitrocelulosa, previamente colocado
en las camaras al vacio y donde quedaban las bacterias. Estos filtros
se llevaron a cajas de petri previamente preparadas con caldo
tioglicolato utilizando pinzas estériles. Las cajas se llevaron a la
camara de anaerobiosis por 26 horas a 37 grados centigrados, (17)
luego de lo cual se realizd tincion de las colonias con azul de
metileno, ya que debido a la transparencia de los mismos, se
dificultaba su recuento. El recuento fue realizado con la ayuda de un
estereoscopio.

Finalmente, se repitidé el procedimiento anterior siguiendo el mismo
disefio pero adicionando el tubo 5% de sacarosa y fijando el pH en
5.5, utilizando HCI 0.2 N, para lograr unas condiciones de crecimiento
bacteriano mas favorables y parecidas a las de la cavidad oral.

RESULTADOS:



A partir de la prueba de sensibilidad se puede decir que la
concentracion inhibitoria minima es de 25 mg/ml, puesto que fue la
concentracion menor en la que aparece halo de inhibicidn.

Analizando el grafico # 1 de superficie de respuesta se puede decir
que a medida que aumenta el tiempo (de cepillado), aumenta
también el numero de unidades formadoras de colonias; al referirnos
a la concentracion del principio activo, se observa que cuando
aumenta la concentracién, disminuye el numero de unidades
formadoras de colonias hasta llegar a un valor umbral de 90 mg/ml, a
partir del cual vuelven a aumentar.

El tiempo y la concentracion de principio activo 6ptimos fueron 3
minutos y 62.5 mg/ml respectivamente.

En el grafico # 2 que muestra los resultados del segundo
experimento se observa que a medida que aumenta la concentracion
disminuye el numero de unidades formadoras de colonias hasta un
valor umbral de 78 mg/ml. En cuanto a la variable tiempo, a medida
gue aumenta se incrementa el numero de unidades formadoras de
colonias, hasta un tiempo de dos minutos a partir del cual la curva se
hace menos empinada. La concentracion se establecié en 72.5
mg/ml y 2.8 minutos para el tiempo.

DISCUSION

Con relacion a la dosis minima inhibitoria del dentrifico, determinada
en nuestro trabajo: 25 mg/ml, se encontr6 que esta en el rango
determinado por Moran, Addy y Wade en 1988, para 31 dentifricos
con diferentes ingredientes activos probados con varias cepas de
microorganismos, entre ellos dos cepas de S. mitior. Dicho rango fue
de 0.19 a 100 mg/ml ( 2).

Tanto en el trabajo mencionado como en el presente, las
concentraciones minimas inhibitorias determinadas, corresponden a
concentraciones bastante bajas y por lo tanto puede esperarse que
con las cantidades de dentifrico que se usan normalmente en el
cepillado, haya accion antibacteriana.

Con respecto al dato umbral se podria decir que se debe a que el
Triclosan tiene accion sobre la membrana celular, entonces cuando
los poros o receptores de membrana se encuentran copados, el
transporte de esta sustancia no puede efectuarse, llevando esto a
una disminucidon en la accion antibacteriana. Ademas el S.mutans
tiene la capacidad de mantener su medio interno estable a pesar de
los cambios externos.

Teniendo en cuenta el dato umbral, hallado para la concentracion de
principio activo y teniendo en cuenta la concentracion inhibitoria
minima determinada se puede afirmar para el primer experimento,
que no se deben usar concentraciones inferiores a 25 mg/ml ni
superiores a 90 mg/ml del dentifrico.



Del experimento con 5 % de sacarosa y pH 5.5, se deduce que al
mejorar las condiciones metabodlicas del microorganismo, se
contrarresta el efecto del dentifrico lo que hace necesario una mayor
concentracion (72.5 mg/ml) para obtener una respuesta optima.

Con respecto al tiempo optimo segun el comportamiento de la curva,
el numero de unidades formadoras de colonias asciende hasta dos
minutos, luego de lo cual asciende pero con menos intensidad.

De esto se deduce que hay que tener en cuenta las condiciones en
las que se desarrolla el microorganismo para la determinacion de una
dosis que sea efectiva, pero aun asi resulta importante la
determinacién de una concentracion maxima, ya que las curvas de
ambos experimentos muestran la tendencia a aumentar a partir de
una concentracidon umbral, después de la cual, un aumento no
representa ningun beneficio.

La determinacion de esta dosis maxima resulta aun mas importante,
si se tiene en cuenta la falsa sensacion de limpieza generada por el
sabor del dentrifico usado en volumen grande, que puede llevar a un
cepillado insuficiente, ademas el riesgo de fluorosis y otros perjuicios
como irritacion de las mucosas y alergias.




RECOMENDACIONES:

Para hacer mas confiable la extrapolacion de los resultados, se
podria realizar un estudio experimental que imite mejor las
condiciones de la cavidad oral, o realizar un estudio "in vivo",
probando dentrificos con otros componentes y estos componentes
por separado, y sobre otros microorganismos.

Con relacién al dentifrico, podria implementarse el uso de
ingredientes naturales que también ejerzan efecto antibacterial, sin
irritar los tejidos orales. También podria adicionarse otros
componentes que fomenten la adherencia del Triclosan a la
superficie dental y que lo liberen lentamente, para que ejerza efecto
por un tiempo prolongado.

Para asegurar que el volumen usado de dentifrico sea el adecuado,
puede ser adaptado un dosificador al empaque.
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