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KK SUMEN 

S e deierminóquc los cepillos dentales man
tienen viables y pueden transmitir 3 
mioocffganismos frecuentemente implica

dos en infecciones orales. Los microorganismos 
fueron inoculados DI varo en cepillos mantenidos 
a temperatura ambiente y sometidos a subctiltivo 
desde las 3 horas basta los 16 días. Inóculos de 
aproximadamente 5 millones de bacteha^ml de un 
importante periodontopático. el AcTinabacUlus 
aciinomyceiemcomiian\,ác un entérico oportu
nista, el En/ervbaaer cloacae y una dosis infectiva 
50. ID50oeunherpi^\Tn^ 
virus tipo l. (HSV-l ) fueron colocados sobre las 
celdas de los cepillos. A. aciinomycetemcorfiiians 
y el HSV-l resultaron viables hastapOT 72 horas. 
E. cloacae fué viable hasta por 16 diasT el tiempo 
máximo de subcultivo planteado en este estudio 
(Tabla 1 >, La viabilidad bacicriana se demostró 
por subcultí vo de los microorganismi >s en TSB V 
y la identidad de los microorganismos se determi
nó por la morfología de la colonia, la catalasa, el 
MUG, la reacción en cadena de la poi ime rasa 
especie/especif ico para A. 
actmomycetemcomiians y pruebas bioquímicas 

rápidas como subculüvoen McConkey y asimila
ción de sustratos paia E. cloacae. La ^ labhdad 
viral se estableció por apanción del efecto 
citopatoyenicoen monomicapas de pulmón em
brionario humano del inoculo recuperado de los 
cepillos, pase seriado elFA indirecta contra HSV-
1. Este estudio concluye que los cepillos dentales 
pueden ser un reservorio y además transmitir 
importantes patógenos orales entre familiares o 

INTRODUCCION 

Los cepillos dentales han sido usados para con
trol de la higiene oral desde tiempos inmemoriales. 
El primer cepillo dental conocido provino de la 
China y fue hecho en marfil con cerdas de crin de 
caballo (L>. Una variante de este cepillo fué 
«inventada en 1498 con cerdas de pelode cer
do. En el siglo XIX se usaron los cepillos denta
les con mango de plata de la época Victoriana 
porlaélitc social de laépoca|2|. Encl siglo XX. 
con la aparición de los procesos industriales y la 
expansión de los mercados comerciales, los cepi
llos dentales se popularizaron. En ll)20, en los 
Estados Unidos se comercializaban más de un 
centenar de cepillos dentales. La introducción de 
las cerdasdcNylony Los mangos de plástico en 
193S. terminaron por revolucionar la tecnología 
de los cepillos dentales, incorporándose algunas 
ventajas al producto como la homogeneidad y clas-
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ticidad en los cepillos, la modificación de las pro
piedades de las cerdas, el incremento en la repul
sión del agua y la menor susceptibilidad a la con
taminación por microorganismos (3). En los años 
80, se difundió la idea del cepillo " ideal" que de
bería poseer una cabeza pequeña para facilitar el 
acceso a todos los dientes, poseer un mango lar
go y ancho para facilitar su agarre, poseer cerdas 
redondeadas de 0/2 mm de diámetro y de 10 mm 
de longitud para no lesionar la encía, y cerdas or
ganizadas en multipenachos para incrementar la 
efectividad de la limpieza dental (4). El concepto 
del cepillo "ideal" en los últimos 5 años ha sido 
reemplazado por la formulación profesional de los 
cepillos dentales de acuerdo a las necesidades in
dividuales de los pacientes, asilos cepillos son 
formulados. 
CONTAMINACIÓN DE LOS CEPILLOS 
DENTALES 

El primer trabajo sobre la contaminación de cepi
llos reveló que ellos tienen elevados porcentajes 
de microorganismos patogénicos y oportunistas 
(5). Otros estudios han confirmado estos hallaz
gos, (ó). Se acepta en la actualidad que la caries 
dental y las periodonritis son enfermedades infec-
to-contagiosas, (7.8) y que la contaminación entre 
individuos por microorganismos patogénicos se 
puede presentar por la saliva, besos, el compartir 
alimentos o utensilios de alimentación o elemen
tos de higiene oral, (ó). La contaminación del 
cepillo dental es inevitable pues los humanos po
seemos una nüerobiota oral (9,10,11). Ademas 
de los cepillos dentales, oíros elementos de higie
ne oral han sido reportados como contaminados, 
entre ellos, los vasos, el hilo y la crema dental, los 
enjuagues e irrigadores orales, los palillos y los 
enhebradores de hilo interdental (11). Un estudio 
realizado en Colombia, con estudiantes de odon
tología demostró que los cepillos dentales se con
taminaron primero con diversos microorganismos 
orales, después con bacterias entéricas y por 
ultimo con contaminantes ambientales como hon
gos-levaduras (12). Enl988Glassy Jensen(l3), 

demostraron que los cepillos dentales también 
podrían mantener viable el virus del herpes simplex 
tipo-i. Resulta teóricamente factible que otros 
virus humanos puedan diseminarse con la ayuda 
de los cepillos dentales contaminados (14). 
Un factor importante en el grado de contanüna-
ción microbiana de los cepillos dentales es su tiem
po de recambio. Hin^st recomendó que los cepi
llos dentales se cambien cada tres meses, en nin
gún caso se deberían usar mas de seis meses y se 
deberían cambiar cuando se presenten 
inflamaciones o infecciones virales de la garganta 
y/o la boca, Resulta paradójico que 3a profesión 
odontológica no haya hecho estudios sistemáti
cos sobre el papel de los cepillos dentales en las 
enfermedades virales recurrentes/crónicas, en las 
enfermedades periodontales y en los riesgos de 
contaminación con individuos VIH. Protocolos 
para la regular desinfección y/o el adecuado al
macenamiento de los cepillos dentales tampoco 
han sido establecidos. Este estudio determinó la 
viabilidad bacteriana y viral de 3 importantes 
patógenos sobre los cepillos dentales mediante el 
subculdvo bacteriano y la visualización del efecto 
citopatogénico del HSV-1 en monocapas celula
res de pulmón embrionario humano. 

MATERIALES V METODOS 

Este es un estudio microbiológico in vitro de la de
terminación de la viabilidad un organismo 
periodontopático como el A. aainomyce-
iemcomimns, de un organismo oportunista como 
el E. doacae y de un prevalcnte herpesvims oral 
como el HSV-1 en cepillos dentales. Inicialmen-
te, se cultivaron y estandarizaron en el laboratorio 
las cepas de referencia ATCC de los organismos. 
eiartinomyceiemcomiians y de & chacae y un 
aislado clinico para HSV-1 de la sección de virus 
del departamento de microbiología de la Univer
sidad del Valle, Posteriomente se inoculó por du
plicado sobre tas cerdas de los cepillos Colgate 
Júnior, un equivalente ala dilución 0,5 en la escala 
de McFarland, conteniendo aproximadamantc 5 
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millones de bacterias. Los cepillos inoculados se 
mantuvieron a tcmperamra ambiente en una cá
mara de flujo laminar hasta su subcultivo que se 
efectuó a las 3 b, 24 h, 48 h, 72 h, 5 días, 12 días 
y Lódías. Los subcultivos se hicieron en una at
mósfera con 1(1% de C02 en el medio selectivo 
soya tripticasa agarcon vancomicina y bacitracina 
(TSBV). Cada par de cepillos dentales fué identi
ficado con la Techa y la hora del subcultivo. Para el 
subcultivo, se agregó 1 mide VMGAIen un vial 
estéril de vidrio por 1 minutos y se mezcló conti
nuamente la solución por pipeteo suave sobre las 
cerdas para desprender los microorganismos y esta 
mezcla se sometió a vibración en un vortex por 30 
segundos para homogenizar la solución. Ü. 3 mi de 
la muestra se cultivo en el medio selectivo y se in
cubó por 2 días a 36"c Las colonias bacterianas 
se visualizaron por microscopía estereoscópica y 
se realizaron pruebas adicionales de identificación 
comolacatalasa,d MUG, la oxidasa, la asimila
ción de sustratos (API 20E) y la reacción en cade
na de la polimerasa (RCP). 
Para comprobar la viabilidad de herpes simplex 
virus tipo 1 en los cepillos dentales, estos fueron 
inoculados con 1 mide 10 dosis infectiva de cul
tivo de tejido o (tissue culture infective dose) 
TC1D50 /O, 1 mi de solución de Hanlchs y los ce
pillos fueron mantenidos también a temperatura 
ambiente. El virus fué cuantificado en pulmón em
brionario humano crecido en microplacas de 96 
huecos para establecer! a TC1D50 mediante dilu
ciones con base 10 del inoculo fueron hechas con 
medio esencial de Eagle's suplementadü con 2% 
de suero fetal bovino y gentamicina 50 g/ml. 0.1 
mi délas muestras fueron inoculadas para cada 
dilución. La microplaca fue visualizada porSdías 
para registrar la aparición del efecto citopatogénico 
de infección porHSV-1 y la positividad fue com
probada por pase seriado e immunofluoiesoencia 
indirecta con un monoclonal contra HSV-1. 

Una fracción de la suspensión original de tos ce
pillos dentales previa extracción del ADN fue usa
da para detección de A. actinomycetemconütans 

especie-especifico usando la cadena de la 
polimerasa, con los primers y condiciones repor
tadas por Ashimoto(15). 
Para A. aclmomyceiemcÓTJÜtaris: 
Pares de primers (5"-3,T) 
Posiciones en el gen 16S rRNA 
AAA CCC ATC TCT GAG TTC TTC TTC 
ATG CC A ACT TG A CGT TA A AT 
478-1.034 (504) pares de bases 
Para la extracción del ADN bacteriano, 500 u.1 
de la suspensión en VMGA 1 de los cepillos 
dentales fue mezclada con un Vortex y se 
adicionaron otros 500 u.1 de agua destilada en un 
tubo Eppendorf, Esta mezcla se hirvió por 10 
minutos e inmediatamente se preservó en hielo por 
5 minutos. Esta muestra se centrifugó a 12.000 
Xg por 2 minutos y el sobrenadante se pasó a 
otro tubo eppendorf estéril para descartar los 
restos celulares. 5pidel sobrenadante se usaron 
como templado para el RCP añadiendo 45 de 
la mezcla de la reacción que contuvo 5 u.1 de 
lOxRCP buffer, 1.25 unidades de Taq DNA 
polimerasa y 0.2mM de cada uno de los 
deoxiribonucleótidos. El perfil de la temperatura 
para el A. actiinimycetentcomiíans incluyó un 
paso inicial de desnaturalización a 95CC por 2 
mininutos, seguido por 36 ciclos de 94°C por 30 
seg»55°C por 1 mimnulo y72°C por2mininutos 
y un paso final de 72°C por 10 míninutos. Los 
productos de RCP fueron analizados por 
electroforesis en 1,5% geldeagarosa a 4V/cm 
en Tris - acétate EDTA buffer. El gel fue teñido 
con 0.5 u.g/ml de bromuro de elidió y fotografiado 
bajo 300-nm de luz ultravioleta. 1 kb de ADN 
ladder digest se usó como marcador de peso 
molecular Ashimotoet al, 1996(15). 

RESULTADOS 
La contaminación con microorganismos diferentes 
a los estudiados aquí no se presentó en los cepillos 
dentales, puesto que siembros, el almacenamiento 
y los subcultivos se realizaron en una cámara de 
flujo laminar. Un total de 48 cepillos fueron 
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inoculados, 16 con A acñtwmycetemcomitans, 
16 con E. cioacae y 16 con HSV-1. Cuatro 
cepillos dentales fueron estudiados corno controles 
negativos y resultaron estériles después de la 
incubación de una suspensión en tioglicolato y en 
monocapas de pulmón embrionario humano. Los 
cepillos inoculados se cubrieron con un tubo de 
vidrio estéril hasta la mitad del mango del cepillo y 
se mantuvieron a temperatura ambiente, 3Ü°C 
durante el tiempo de los experimentos. 
Después de dos días del subcultivo, seprocedió 
a la lectura de los mismos teniendo en cuéntala 
morfología típica de la colonia, la respuesta positi va 
a la catalasa, el MUG, la velocidad del crecimiento 
bacterianoy algunas pruebas bioquímicas como 
la asimilación de sustratos (API 2GE). Las 
colonias de A. acñfiamycctemcomiians formaron 
en TSB V colonias circulares pequeñas, de borde 
aserrado, firmemente adheridas ala superficie de 
agar, con una frecuente estructura interna 
estrellada. A. actint>mycetemcotniians, fué 
además catalasa positivo y lactosa-negativo, 
MUG (-). La identificación definitiva de 5 aislados 
de A. aíitinoniycetemcomitans se efectuó por 
RCP, en donde se consiguió una banda igual a la 
del control positivo de 504 pares de bases. 

E. cioacae produjo una colonia grande, mucosa, 
aplanada, catalasa positiva con crecimiento rápido 
y tendencia al crecimiento confluente, y arginina, 
omitinay Voges/Proskauerpositivos(AP120E). 
Cultivo positivo para HSV-1 generó la aparición 
de efecto citopatogénico en monocapas de 
pulmón embrionario humano que se caracterizaron 
por alteración de la polaridad celular, 
redondeamiento y desprendimiento de los 
fibroblastos. El efecto citopático apareció a las 
24/48 horas del subculúvo. La positividad viral 
fué demostrada por pase seriado y por IFA. 

A. actinúmyceiemcoftiitans y HSV-1 resultaron 
viables hasta las 72 horas de la inoculación en 
cepillos dentales mantenidos a temperatura 

ambiente o a 30 C. E. cloacae resultó viable 
hasta los 16 días sobre los cepillos dentales a 
temperatura ambiente. Tabla 1. 
DISCUSION 

Este estudio demostró que los cepillos dentales 
pueden retener viables por días, importantes 
microorganismo orales cuando son inoculados ín 
vitro. Incluso un virus considerado como muy sen
sible a las condiciones ambientales, como el HSV-
I, se mantuvo viable e infectivo hasta por 72 h. E. 
cloacae se subcultivó hasta el día 16 días después 
de inoculado, lo es indicativo de su elevada 
resistencia a soportar condiciones ambientales 
extremas. Este hallazgo convierte E cioacae en 
un microorganismo difícil de erradicar y controlar 
en la humedad relativa de ios cepillos dentales. A. 
acñnomycetemcomitans permaneció viable hasta 
por 72 horas lo que indica una menor resistencia 
a soportar condiciones ambientales, pero incluso 
esta resistencia limitada tendría implicaciones 
clínicas en pacientes portadores del organismo. 

La importancia de estos hallazgos radica en que in 
vivo, los cepillos dentales pueden facilitar la 
diseminación/transmisión de importantes 
microorganismos patogénicos. Los pacientes con 
periodontitis que porten bacterias pericdontopán'cas 
contaminarían sus cepillos dentales con cada 
cepillado, perpetuando un círculo vicioso de 
incculadón/reirfecdon y la de Transmisión patógenos 
a sus familiares. Pacientes con infecciones virales 
agudas orales infectarían los cepillos dentales 
facilitando la transmisión o la inoculación del vinos 
en sitios sanos o a otros individuos. Además, el 
trauma que sobre las barreras naturales contra la 
infección, que generan las cerdas del cepillo, podría 
eventualmente diseminar los microorganismos 
sistemicamentc. 

Es importante recalcar que citomegalovirus, virus 
del Epstein Barr, herpes simpe* virus tipos 1 y 2, 
hepatitis A, Hepatitis B, hepatitis C, HTLV 1 y 2 
ytilV hansidodetectadosenlasaliva,yríodrían 

\olumen9No. 2 - Septiembre2001 17 

file:///olumen9No


así contaminar los cepillos dentales. £1 riesgodcL 
uso de cepillos J ema les en individuos 
contaminados con estos virus no ha sido 
establecido. Sin embargo, Glass y Jensen en 
1988 (13) establecieron que en pacientes con 
episodios de herpes labial, el solo cambio de los 
cepillos dentales disminuía la severidad de la 
enfermedad clínica En otro estudio, Glass en 1980 
Demostró que diversas cnlennedades innarnatnrias 
orales tales como, la estomatitis añosa recurrente, 
la glositis migratoria. La glosopirosis. y La 
enfermedad periodontal severa tuvieron una 
resolución más rápida y un mejor pronostico en 
los casos en que se cambió el cepillo dental. 
Resulta racional especular que la contaminación 
de los cepillos dentales facilitaría la aparición de 
ciertas enfermedades infecciosas orales y un in
cremento en la severidad de las enfermedades 
orales y periodontales. Los cepillos dentales 
deberían ser cambiados con una mayor frecuencia 
o en su defecto deberían desinfectarse 
regularmente en pacientes que sufran de 
enfermedades infecto/contagiosas. 

CONCLUSIONES 

Se demostró que los cepillos dentales pueden 
retener viables por varios días importantes 
microorganismos orales cuando son inoculados in 
vitro. In vivo, ios cepillos dentales podían facilitar 
la di seminación/transmisión de infecciones. Los 
cepillos dentales deberían cambiarse con mayor 
frecuencia o desinfectarse diariamente. 

RECOMENDACIONES 

Resulta necesario realizar estudios in vivo sobre 
la contaminación de los cepillos dentales con 
diversos grupos de población, incluyendo pacientes 
de alto riesgo, pacientes con immunodefieieneias, 
con enfermedad periodontal, diabéticos y 
enfermedades infecto-contagiosas. para conocer 

cual es la real contribución de Los cepillos a la salud 
oral y genera] de estos pacientes. Unmodeloani-
mal usando cepillos contaminados con patógenos, 
resultó en septisemiay enfermedad sistèmica. Si 
el uso de los cepillos dentales contribuye a la 
aparición y agravamiento de enfermedades orales 
y sistemicas, nuevas regulaciones serán necesarias 
para efectuar el recambio mas frecuente de los 
cepillos dentales y su apropiado almacenamiento 
y desinfección. 
SUMMARY 

This study determined that toothbrushes 
could maintain viable and perfiaps transmit toother 
family member 3 important oral pathogens. The 
toothbrushes were infected with an approximate 
inoculum off million bacteria's per ml of Actino* 
bacillus atrinomyceremcamirans, and 
Enterubacter cloacae, respectively and an infec
tive dose 5(1 (ID 50) of Herpes Simplex type 1, 
(H5V-1 ). These microorganisms were placed di
rectly on the tooth brisiles at room temperature 
and subcultured at different times toestablish in
dividual microbial survival rates. Microorganisms 
were cultured at 3 hours. 24 hours, 96 hours, 5 
days, 12 days,and 16 daysafter the initial tooth
brush inoculation. A. actinomycetemcomirans\ 
andHSV-1 resulted viableufìcr 72 hours on tooth
brushes. E. cloacae was viable as far as 16 days 
after the initial inoculation. The microbial viability 
was determined by subculture inTSBV and the 
identity of the microorganisms established by the 
bacterial colony morphology, rapid biochemical 
tests, and specie-specific polymerase chain reac
tion for A actinomyielemiomiiaiu. Viral viabil
ity was oeiemuned by visualization of the viral in
duced cytopathic effect on a cultured monolayer 
of embryonic lung fibroblasts from replicating 
HSV-1. Positive cultures were confirmed by 1FA 
assay against HSV-L In conclusion this study 
demonstrated in vitro that toothbrushes could act 
as a reservoir of microbes and maybe transmit 
important oral pathogens. 
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ANEXO 

Tabla 1. Vi abilidaddeA. aciinomycetemcomiiamsr Ecloacae y herpes simplex tipo 1 (HSV-l)en 
cepillos dentales. 

Tiempo de subcultivo A actinomycetemcomitams E. cloacae Herpes simplex tipo 1 

3 horas + + + 
24 horas + 
4B horas + + + 
72 horas + + + 
96 horas + 

• 5 días - + 
12 días - +• 
16 dias + -

Subcultivo positivo = + 
Subcultivo negativo = -
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