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RESUMEN. Introduccion: el cepillo dental se convierte en una fuente potencial de patogenos orales cuando no se hace un proceso de
desinfeccion después de su uso, sobre todo en pacientes con infecciones en el sistema estomatognatico o poblaciones que no hacen recambio
frecuente de este instrumento. El objetivo de este estudio fue comparar la actividad antimicrobiana del dcido acético 5% con la del cepillo
Colgate 360° antibacterial® como posibles estrategias en la desinfeccion del cepillo dental. Métodos: se utilizaron 48 cabezas de cepillos
dentales que fueron inoculadas con Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans y Candida albicans separadamente. Las cabezas fueron
divididas en tres grupos: cabezas tratadas con dcido acético 5% (vinagre blanco casero, La Constancia®) por 10 minutos, cabezas 360°
con actividad antibacterial y controles tratados con solucion salina. Posteriormente se hizo recuento de UFC/ml de los microorganismos
remanentes en las cabezas de cepillos después del tratamiento o tiempo de accion. Resultados: frente a S. aureus, el cepillo Colgate 360°
antibacterial® mostré mejor efecto antimicrobiano que el dcido acético 5% (PI: 72,11 5). Los dos tratamientos evaluados mostraron capacidad
similar para eliminar S. mutans de las cabezas de cepillos (p > 0,05),; mientras que para C. albicans, el mejor efecto antimicrobiano lo
obtuvo el dcido acético 5% (PI: 99,9%). Conclusién: in vitro el vinagre blanco de uso casero y el cepillo Colgate 360°antibacterial® eliminan
microorganismos que colonizan cabezas de cepillos dentales como S. aureus, S. mutans y C. albicans, convirtiéndose en alternativas en
diversas poblaciones para mantener el cepillo dental libre de microorganismos.
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ABSTRACT. Introduction: toothbrushes may become a potential source of oral pathogens when not properly disinfected once they have
been used, especially in patients with infections of the stomatognathic system or among populations that do not often replace this instrument.
The goal of this study was to compare the antimicrobial activity of 5% acetic acid with that of Colgate 360° antibacterial toothbrush® as
possible strategies for toothbrush disinfection. Methods: this study included 48 toothbrush heads that were separately inoculated with
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Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans and Candida albicans. The heads were sorted out into three groups: heads treated with 5%
acetic acid (white domestic vinegar, La Constancia®) for 10 minutes; 360°toothbrush heads with antibacterial properties, and control heads
treated with saline solution. This was followed by calculations of CFU/ml of the microorganism remaining in the heads after treatment
or time of action. Results: in presence of S. aureus, Colgate 360° antibacterial toothbrush® proved to have better antimicrobial activity
than 5% acetic acid (P1:72.11 5). The two assessed treatments showed a similar capacity to eradicate S. mutans from the brush heads (p
> 0,05); concerning C. albicans, the best antimicrobial activity was observed in the 5% acetic acid (PI: 99,9%). Conclusion: in vitro,
both white domestic vinegar and Colgate 360° antibacterial toothbrush® remove microorganisms colonizing toothbrush heads, such as S.
aureus, S. mutans y C. albicans, and are therefore considered good alternatives for keeping toothbrushes free of microoorganisms among

several populations.

Key words: acetic acid, disinfection, tooth brushing, antimicrobial substance, oral cavity.
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INTRODUCCION

El cepillo dental representa desde hace siglos un instrumento
para la higiene oral."? Su efecto de limpieza se produce
por el frotado de las superficies dentales y gingivales para
remover la biopelicula dental, previniendo la caries y la
enfermedad periodontal.®# Sin embargo esta herramienta,
especialmente las cerdas, se contaminan tanto con
microorganismos orales como enterobacterias presentes
en los ambientes sanitarios en los que son almacenados.>
Bajo estas circunstancias los cepillos dentales constituyen
unaimportante fuente de contaminacion y recontaminacion
de la cavidad oral, asi como de transmision de infecciones
orales y sistémicas.”®

Diversas entidades y autores recomiendan hacer re-
cambio del cepillo en intervalos cortos de tiempo o
después de sufrir infecciones orales, sin embargo, por
desconocimiento o principalmente por motivos economi-
cos muchas poblaciones no pueden adquirir un cepillo
dental nuevo con frecuencia.®'? Al respecto algunos
estudios proponen usar mecanismos fisicos o quimicos
que garanticen la desinfeccion de los cepillos dentales
durante un periodo razonable de uso, siendo esta una
importante estrategia en la educacion en salud oral en
poblaciones vulnerables como hogares geriatricos, ma-
dres comunitarias, orfanatos entre otros.'>'® Por tanto, in
vitro se han evaluado sustancias adheridas a las cerdas
dentales (triclosan y particulas de plata) con el fin de
otorgarles propiedades antimicrobianas.'®-'® Actualmente
se encuentran disponibles en el mercado, cepillos cuyas
cerdas poseen propiedades antibacteriales, que contri-
buyen a la desinfeccion del mismo; entre ellos el cepillo
Colgate 360° antibacterial®, que contiene Silver Zeolite
Irgaguard B5120 con efecto hasta por noventa dias.

INTRODUCTION

For several centuries, toothbrushes have been used
as an oral hygiene tool.":? Their cleaning effect is
produced by rubbing dental and gingival surfaces in
order to remove dental biofilm, thus preventing car-
ies and periodontal diseases.* * Nevertheless, these
tools, especially their bristles, get contaminated with
both oral microorganisms and enterobacteria from
the sanitary environments where they are stored.*°
Consequently, toothbrushes become an important
source of contamination and re-contamination of
the oral cavity, as well as of transmission or oral
and systemic infections.”®

Several organizations and authors recommend
replacing the toothbrush in short intervals of time
or after suffering oral infections; nevertheless, due
to ignorance or more often to economic issues,
many populations fail to acquire a new toothbrush
frequently.”!? As a result, some studies suggest us-
ing physical or chemical mechanisms to provide
toothbrush disinfection during a reasonable period
of time —this being an important oral health educa-
tion strategy among vulnerable populations such as
geriatric homes, community mothers, orphanages or
the like.'>!> Therefore, several substances adhered
to the bristles (such as triclosan and silver particles)
have been evaluated in vitro in order to identify their
antimicrobial properties.!®!® There are currently
some toothbrushes whose bristles are provided with
antibacterial properties that help maintaining disin-
fection. One of them is Colgate 360° antibacterial
toothbrush®, containing Silver Zeolite Irgaguard
B5120 which effect lasts for up to ninety days.
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Existe también el cepillo Ortodent®, el cual utiliza na-
notecnologia e introduce en sus cerdas nanoparticulas
de oro y plata."” También se han estudiado soluciones
con actividad antimicrobiana como posibles agentes
en la desinfeccion de cepillos dentales. La clorhexidina
0,2%; el hipoclorito de sodio 1%; el triclosan 2%, y el
acido acético, 5, 3, 6 y 50%, han mostrado eficacia en
la eliminacion de microorganismos orales.'?'4 ' Entre
estas sustancias, el acido acético conocido como
vinagre blanco podria constituir una excelente opcion
en laimplementacion de protocolos de desinfeccion de
cepillos. Esta solucion tiene amplio uso comun, como
aderezo para alimentos y desinfectante para utensilios
del hogar, ademas es de facil acceso y bajo costo.?0-?
En odontologia ha sido propuesto como agente en la
desinfeccion de cepillos, puesto que estudios previos
refieren que en concentraciones desde 3 hasta 50% tiene
efecto bactericida sobre microorganismos que pudieran
colonizar los cepillos.'®20.28

Algunos microorganismos se encuentran con mayor
frecuencia contaminando los cepillos dentales, entre
ellos S. aureus, S. mutans y C. albicans y por ende estan
asociados con patologias orales de alta prevalencia en la
poblacion tales como abscesos, caries dental y lesiones
mucosas.> " Es asi como este estudio se hizo con el
proposito de establecer |a eficacia antimicrobiana del
vinagre blanco de uso casero comparada con la accion
del cepillo Colgate 360° antibacterial® como métodos
de desinfeccion para el cepillo dental.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizd una muestra por conveniencia de 48 cepillos
dentales; de ellos 30 Colgate 360°® convencional y 18
Colgate 360° antibacterial®. Las caracteristicas de disefo
de los dos tipos de cepillos fueron iguales; sin embargo en
el caso de la referencia antibacterial sus cerdas contienen
una sustancia llamada Silver Zeolite Irgaguard B5120,
cuya funcion es la de mantener al cepillo dental libre de
bacterias entre lavada y lavada hasta por noventa dias.

Las cabezas de los cepillos fueron distribuidas con dos cri-
terios. Iniciaimente 18 cepillos Colgate 360° antibacterial®

Another good toothbrush is Ortodent®, which
uses nanotechnology and introduces gold and
silver nanoparticles among its bristles.!” Also,
there have been some studies on solutions with
antimicrobial properties as possible toothbrush
disinfection agents.0.2% chlorhexidine, 1% so-
dium hypochlorite, 2% triclosan, and 5, 3, 6 and
50% acetic acid have proven being effective for
oral microorganisms removal.'*'*!* Out of these
substances, acetic acid, also known as white vin-
egar, appears as an excellent option in toothbrush
disinfection protocols. This solution presents a
wide range of uses ranging from food season-
ing to home utensils disinfectant; also, it can be
easily purchased at a low cost.?>?? In dentistry,
white vinegar has been suggested as a toothbrush-
disinfecting agent, as several studies report that
in concentrations ranging from 3 to 50% it has
bactericide effects on microorganisms that might
colonize toothbrushes.': 223

Some of the microorganisms most frequently found
in toothbrushes include S. aureus, S. mutans, and
C. albicans, and are therefore associated to oral
pathologies of a high prevalence among the general
population, such as abscesses, dental caries and
mucous lesions.>” !° In consequence, the purpose
of this study was to establish the antimicrobial ef-
ficacy of white domestic vinegar in comparison to
the action of Colgate 360° antibacterial brush® as
toothbrush disinfection methods.

MATERIALS AND METHODS

A convenience sample of 48 toothbrushes was
used; 30 of them were Colgate 360° conventional
toothbrushes® and 18 were Colgate 360° antibac-
terial toothbrushes®. The design of both types of
brushes was exactly the same; nevertheless, the
antibacterial ones contain a substance called Sil-
ver Zeolite Irgaguard B5120, which purpose is to
maintain the toothbrush free of bacteria in between
brushings for up to ninety days.

Toothbrush heads were distributed following two cri-
teria: Initially, 18 Colgate 360° antibacterial brushes
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y 18 convencionales fueron subdividos en tres grupos
con seis cepillos para cada microorganismo, luego que-
daron distribuidos de la siguiente forma: seis cabezas
de cepillos Colgate 360° de cada microorganismo que
fueron tratados con acido acético 5%; seis cabezas
de cepillos Colgate 360° antibacterial® inoculadas con
cada microorganismo. Finalmente, un altimo grupo de
12 cepillos Colgate 360°® convencional se subdividié
cada cuatro cabezas como controles de contaminacion
(figura 1).

and 18 Colgate 360° conventional brushes® were
subdivided into three groups with six brushes for
each microorganism, and then they were distributed
like this: six Colgate 360° conventional heads of
each microorganism that were treated with 5%
acetic acid; six Colgate 360° antibacterial heads
inoculated with each microorganism. Finally, a last
group of 12 Colgate 360° conventional brushes® was
subdivided every other four heads as contamination
controls (figure 1).

6 cepillos
—_ contaminados
con S. aureus

6 cepillos
con S. mutans

6 cepillos
con S. albicans

18 Colgate 360°
antibacterial®

18 Colgate 360°
convencional®-
acido acético

48 cabezas
de cepillos

4 cepillos
con S. aureus

4 cepillos
con S. mutans

12 Colgate 360°
convencional®-
control

4 cepillos
con C. albicans

6 teeth
—_ contaminated
with S. aureus

6 teeth
contaminated
L with S. mutans

18 Colgate 360°
antibacterial
brush®

18 Colgate 360°
conventional
brush®-acetic

acid

6 teeth
contaminated
with S. albicans

48 toothbrush
heads

4 teeth
contaminated
with S. aureus

12 Colgate 360°
conventional
brush®-control

4 teeth
contaminated
with S. mutans

~

4 teeth
contaminated
with C. albicans

Figura 1. Distribucion de las cabezas de los cepillos por cada grupo experimental

Figure 1.Toothbrush heads distribution for each experimental group

Los cepillos fueron inoculados separadamente con cada
uno de los siguientes microorganismos: Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Streptococcus mutans ATCC 25175
y Candida albicans ATCC 60193, mantenidos por cul-
tivos sucesivos en agar sangre 5% (oxoid), agar Mitis
Salivarius (fluka analytical) y Sabouraud 2% (Merck),
respectivamente.

Se uso el acido acético de la marca La Constancia®,
compuesto por agua filtrada y acético natural en una
concentracion de 5%.

Preparacion de los cepillos

Las cabezas de los cepillos objetivo fueron corta-
das y depositadas de forma individual en frascos de
vidrio con 30 ml de caldo tripticasa soya (Merck)

The toothbrushes were separately inoculated with
each of these microorganisms: Staphylococcus aure-
us ATCC 6538, Streptococcus mutans ATCC 25175,
and Cdndida albicans ATCC 60193, maintained for
successive cultures in 5% blood agar (oxoid), Mitis
Salivarius agar (fluka analytical), and 2% Sabouraud
(Merck), respectively.

La Constancia® acetic acid was used; it is composed
of filtered water and natural acetic in a concentra-
tion of 5%.

Toothbrush preparation

Toothbrush heads were cut, individually deposited in-
side glass jars in 30 ml of trypticase soy agar (Merck),
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para ser esterilizadas por 15 min a 121 Ib de presion.
Posteriormente se incubaron a 37 °C durante 48 horas
para garantizar la esterilidad total.™

Prueba de actividad antimicrobiana

Se inocularon las cabezas de los cepillos con 0,6 ml
de una suspension estandarizada de cada uno de los
microorganismos de interés, que fue llevada a escala de
Mcfarland tres (S. aureus ATCC 6538, S. mutans ATCC
25175y C. albicans ATCC 60193) y se incubaron a 37 °C
por 48 horas.™s 4

Posteriormente todas las cabezas fueron depositadas en
tubos estériles y lavadas dos veces con agua destilada
estéril a chorro, con el fin de eliminar el exceso de mi-
croorganismos en las cabezas de los cepillos.™ Se pro-
cedio ala distribucion en los grupos de tratamiento: las
cabezas de cepillos tratadas con acido acético 5% fueron
sumergidas en 15 ml de la solucion. Los cepillos auto-
desinfectantes no recibieron tratamiento quimico y para
equiparar las condiciones a las del cepillo tratado con
acido acético 5% fueron inmersos en solucion salina. Los
cepillos control se mantuvieron en solucion salina. Todas
las cabezas después de 10 min del tratamiento respectivo,
se trasfirieron a tubos estériles con 10 ml de agua desti-
lada y se pasaron por vortex durante 10 s para eliminar
el exceso del desinfectante.

A partir de estas soluciones de las cabezas de los cepillos,
se hicieron diluciones seriadas hasta 10¢, de las cuales
alicuotas de 0,1 ml fueron sembradas por triplicado en
agar recuento, agar Mitis Salivarius y agar Sabouraud 2%
(Merck), segun el tipo de microorganismo. Se incubaron
a 37 °C en ambiente aerobico o anaerdbico (AnaeroGen-
TM, 9-13% porcentaje CO,) seguin correspondia. Se hizo
recuento de UFG/ml de solucién de cabezas de cepillos a
las 48 horas de incubacion.

Los resultados de UFC/ml de cada microorganismo, se
validaron y analizaron con el paquete estadistico SPSS
version 15.0. (SPSS inc®). Se calculo el porcentaje de
inhibicion (P1) para cada uno de los tratamientos apli-
cando la siguiente formula: [(promedio de UFC/ml cepillo
control-promedio UFC/ml cepillo estudiado)/ promedio
de UFC/ml cepillo control] *100.

and sterilized for 15 min at a pressure of 121 Ib.
They were later incubated at 37 °C for 48 hours to
assure total sterilization.'

Test of antimicrobial activity

The toothbrush heads were inoculated with 0.6 ml of
a standardize suspension of each of the microorgan-
isms under study. These suspensions were brought
to a McFarland scale number three (S. aureus ATCC
6538, S. mutans ATCC 25175 and C. albicans ATCC
60193) and incubated at 37 °C for 48 hours.!>- !4

All the heads were later deposited in sterile tubes
and rinsed twice with jets of distilled sterile water
in order to remove remaining microorganisms
from them.'* Then the brush heads were classified
according to treatment groups: the heads treated with
5% acetic acid were submerged in 15 ml of solution.
The self-disinfecting brushes did not receive
chemical treatment, and in order to balance their
conditions to the ones of brushes treated with 5%
acetic acid, they were submerged in saline solution.
The control brushes were kept in saline solution.
After 10 min of each treatment, all the brush heads
were transferred to sterile tubes containing 10 ml of
distilled water and they were turned around for 10
seconds to remove remaining disinfectant.

Based on these solutions, serial dilutions up to 10°
were performed; out of these, 0.1 ml aliquots were
seeded in triplicate in agar recount, agar Mitis Sali-
varius, and 2% agar Sabouraud (Merck), depending
on each type of microorganism. They were incu-
bated at 37 °C in aerobic or anaerobic environment
(Anaero Gen TM, 9-13% percentage CO,) according
to the case. CFU/ml count of brush heads solution
was performed 48 hours after incubation.

The resulting CFU/ml of each microorganism were
validated and analyzed with the SPSS statistical
package, version 15.0 (SPSS inc®).The percentage
inhibition (PT) was calculated for each of the treatments
by applying this formula:(100-[(100% average CFU/
ml studied toothbrush * 100)/100% average CFU/ml
control toothbrush)].
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Se aplico el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov
demostrandose que los recuentos de UFG/ml presentaron
distribucion normal en los grupos de estudio. A través
de pruebas de ANOVA se determinaron las diferencias
estadisticas entre los tratamientos aplicados segun el
microorganismo Y el tipo de cepillo. Se estimaron los
valores de p, siendo significativos < 0,05. Para los grupos
con diferencias significativas por ANOVA se hicieron
pruebas de Bonferroni para confirmar la diferencia
estadistica que se encontro entre los grupos.

Los aspectos éticos que se tuvieron en cuenta en esta
investigacion se refirieron a los profesionales que estuvie-
ron manipulando los microorganismos y a sus posibles
repercusiones; de acuerdo con la resolucion 8430 de
1993 con los requisitos contemplados en el titulo IV,
capitulo .24

RESULTADOS

El comportamiento de los recuentos de UFG/ml de
acuerdo con el tratamiento aplicado a las cabezas de los
cepillos se muestra en el grafico de cajas (figura 2).
Mediante la prueba de ANOVA fue posible establecer que
existen diferencias estadisticamente significativas, en los
recuentos segun el microorganismo, asi como también se-
gun el tipo de tratamiento aplicado a los cepillos (tabla 1).
En las cabezas inoculadas con S. aureus los recuentos
de UFC/ml no fueron estadisticamente significativas para
los cepillos Colgate 360° antibacterial® (p = 0,072) con
respecto a los tratados con &cido acético 5%; para S.
mutans el acido acético 5% y el cepillo Colgate 360°
antibacterial® arrojaron recuentos de UFC/ml similares

(p=1).

The Kolmogorov-Smirnov normality test was ap-
plied, showing that the CFU/ml counts presented
normal distribution among the study groups. Statisti-
cal differences among the applied treatments were
determined by means of ANOVA tests, according to
each miocroorganism and brush type; p values were
estimated, and the ones of < 0.05 were considered
significant. Bonferroni tests were applied to the
groups that showed ANOVA significant differences
in order to confirm the statistical difference among
the groups.

The ethical aspects considered for this study had to
do with the professionals in charge of manipulating
the microorganisms and their possible repercussions,
according to Resolution 8430 of 1993, especially
the requirements included in Title IV, Chapter 1.2*

RESULTS

The behavior of CFU/ml counts, according to the
treatments applied to each type of toothbrush head
is shown in the box plot (figure 2). By means of
an ANOVA test, it was possible to recognize sig-
nificant statistical differences among the counts,
according to each microorganism and type of
treatment applied (table 1). Toothbrush heads
inoculated with S. aureus did not show statistical
significant differences in terms of CFU/ml counts
for Colgate 360° antibacterial brushes® (p =0.072)
in comparison to the ones treated with 5% acetic
acid; for S. mutans, both 5% acetic acid and Colgate
360° antibacterial brushes yielded similar CFU/ml
counts (p =1).

Tabla 1. Recuento de UFC/ml de microorganismos presentes en cabezas de cepillos dentales después de aplicar los tratamientos evaluados

Microorganismo/recuento de UFC/ml solucion

Tipo de tratamiento de cabezas de cepillos | S. aureus ATCC 6538 P = (0,000)" |S. mutans ATCC 25175 P = (0,002)" | C. albicans ATCC 60193 P = (0,000)"

Cepillo tratado con &cido acético al 5% t 26.012,50 22.564,06 31,44 71,14 0,38 0,69
Cepillo Colgate 360° Antibacterial®

(Silver Zeolite Irgaguard B5120) + 11.738,80 14.384,44 39,88 38,34 539,91 454,79
Cepillo Control 93.297,22 15.298,47 308,62 430,74 1.341,83 254,27

t: diferencias significativas segun el tipo de tratamiento con el control en los microorganismos evaluados, X: promedio, DE: desviacion estandar, ™:
diferencias significativas en el recuento de cada microorganismo segun el tratamiento aplicado.
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Table 1.CFU/ml counts of the microorganism found in toothbrush heads after applying the studied substances

Type of treatment
of toothbrush heads

Toothbrush treated with 5% acetic

. 26.012.50 22.564.06
acidf
Colgate 360° antibacterial toothbrush®
(Silver Zeolite Irgaguard B5120)+ 11.738.80 14.384.44
Control toothbrush 93.297.22 15.298.47

Microorganism/CFU/ml solution count

S. aureus ATCC 6538 P=(0.000)" | S. mutans ATCC 25175 P=(0.002)" | C. albicans ATCC 60193 P=(0.000)"
-

31.44 71.14 0.38 0.69
39.88 38.34 539.91 454.79
308.62 430.74 1.341.83 254.27

+: significant differences according the treatment type with control in studied microorganisms, X: average, SD: standard deviation, *: significant

count differences of each microorganism according to applied treatment.

Las cabezas de los cepillos contaminadas con C. albicans
y tratadas con acido acético 5% obtuvieron un recuento
significativamente menor de UFC/ml comparados con los
otros grupos de estudio (tabla 1).

A partir del calculo del PI de crecimiento para cada
microorganismo se establecio que el cepillo Colgate
360° antibacterial® inhibio 87,41% del crecimiento de S.
aureus respecto a 72,11% obtenido por el acido acético
al 5%. Para S. mutans el acido acético 5% v el cepillo
Colgate 360° antibacterial® mostraron Pl similares de
89,81% y 87,07% respectivamente; el crecimiento de C.
albicans mostrd mayor inhibicion con el &cido acético
5% con Pl del 99,97% respecto a un 59,76% obtenido
por el cepillo Colgate 360° antibacterial® (tabla 2).
mediante de la prueba de Bonferroni se establecieron
diferencias estadisticamente significativas entre el
cepillo tratado con acido acético 5% y el cepillo 360
antibacterial mostrando mayor eficacia del primero para
eliminar C. albicans (tabla 2).

Brush heads contaminated with C. albicans and
treated with 5% acetic acid showed a significantly
lower CFU/ml count in comparison to the other
studied groups (table 1).

Calculations of each microorganism’s percentage of
growth inhibition (PI) showed that the Colgate 360°
antibacterial brush® inhibited 87.41% of S. aureus
growing, compared to 72.11% obtained with 5%
acetic acid. For S. mutans, both 5% acetic acid and
the Colgate 360° antibacterial brush® showed similar
PI’s: 89.81% and 87.07%, respectively; C. albicans
growth showed greater inhibition with the use of 5%
acetic acid, with a P1 0£99.97% in comparison to the
59.76% obtained with the Colgate 360° antibacterial
brush® (table 2). Application of a Bonferroni tests al-
lowed establishing significant statistical differences
between the brush treated with 5% acetic acid and
the 360° antibacterial brush, being the former more
efficient for removing C. albicans (table 2).

Tabla 2. Inhibicion de crecimiento de microorganismos presentes en cabezas de cepillos dentales después de aplicar los tratamientos estudiados

Tioo d " S. aureus ATCC 6538 S. mutans ATCC 25175 C. albicans ATCC 60193
ipo de cepillo
ol neo | o | mew | o | mow | e

Cepillo tratado con é&cido acético al 5% 72,11
Cepillo Colgate 360° antibacterial® 87,41

13,73 89,81 8,24 99,97 0,00
24,71 87,07 30,22 59,76 26,22

PI: porcentaje de inhibicion, DE: desviacion estandar

Table 2. Growth inhibition of the microorganism found in toothbrush heads after applying the studied treatments

T fbrush S. aureus ATCC 6538 S. mutans ATCC 25175 | C. albicans ATCC 60193
ype of brus
"’ riow riow riow

Brush treated with 5% acetic acid 72.11
Colgate 360° antibacterial brush® 87.41

13.73 89.81 8.24 99.97 0.00
24.71 87.07 30.22 59.76 26.22

PI: Percentage of inhibition, DE: standard deviation.
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Cepillos.

Cada subgrafico representa un tipo de microorganismo A. recuento de UFC/ml de cabezas de cepillos dentales inoculadas con S. aureus; B. recuento de
UFC/ml de cabezas de cepillos dentales inoculadas con S. mutans, C. recuento de UFC/ml de cabezas de cepillos dentales inoculadas con C. albicans.

1. Cepillo Colgate 360° antibacterial®, 2. cepillo Colgate 360°® convencional tratado con acido acético y 3. cepillo 360°® convencional con solucion
salina (control).

Figura 2. Diagrama de cajas para los recuentos de UFC/ml de los microorganismos presentes en las cabezas de cepillos dentales después del tiempo
de accion de las sustancias evaluadas

UFCiml
i
i

UFCimi
1

Toothbroshes

Each sub-graph represents a type of microorganism: A. CFU/ml count of toothbrush heads inoculated with S. aureus; B.CFU/ml count of toothbrush
heads inoculated with S. mutans; C. CFU/ml count of toothbrush heads inoculated with C. albicans.1. Colgate 360° antibacterial toothbrush®, 2.
Conventional Colgate 360° brush® treated with acetic acid; 3. Conventional Colgate 360° brush with saline solution (control).

Figure 2. Box plot of CFU/ml counts of the microorganism found in toothbrush heads after action time of the studied substances
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DISCUSION

El cepillo dental ha sido usado para la higiene oral
desde hace miles de afios." Sin embargo, numerosos
estudios han demostrado la importancia de mantener
libre de microorganismos este implemento, dado que
puede contaminarse con bacterias de la cavidad oral
y su entorno incluyendo patdgenos como S. aureus,
S. mutans, C. albicans, S. pyogenes, S. epidermidis y
Klebsiella pneumoniae.® '3 % 25 Este estudio demostrd
la efectividad del dcido acético 5% y el cepillo Colgate
360° antibacterial®, para desinfectar las cabezas de
cepillos dentales contaminadas, representando un
hallazgo significativo en la bisqueda de estrategias
complementarias a la higiene oral que estén al alcance
en nuestro medio y que mejoren la salud bucal de la
comunidad en general. Sin embargo, los resultados de
este estudio tienen limites de interpretacion dado que
el tamafio de muestra para cada grupo experimental fue
pequeno y requieren estudios complementarios.

Los métodos quimicos y fisicos evaluados en este
estudio disminuyeron significativamente el recuento de
UFC/ml de S. aureus presente en las cerdas dentales
y superficies de las cabezas de cepillos dentales. Si
bien, este microorganismo pertenece a la microbiota
oral también tiene un papel patogénico importante
dado que esta implicado en procesos como queilitis
angular, parotiditis, mucositis en nifios y ancianos; asi
como caries radiculares, glositis, infecciones pulpares
y periapicales, gingivitis y algunos tipos de periodontitis
principalmente en pacientes con alteraciones sistémi-
cas. Por tanto resulta importante su eliminacion de los
cepillos dentales.?®-8 Los resultados de la investigacion
sobre la actividad del acido acético 5% frente a S. aureus
son concordantes con reportes previos que demuestran
que desde 0,25% es efectivo en la eliminacion de este
microorganismo.?

Una de las estrategias que los organismos de salud
proponen en la prevencion de la caries dental, es hacer
control sobre S. mutans eliminandolo del cepillo dental
para evitar la autoinoculacion.®® 3" En este estudio, se
encontro que los dos métodos evaluados eliminaron cerca
del 90% de S. mutans que colonizo las cabezas de los
cepillos, por ende es probable que al usarlos en la rutina

DISCUSSION

Toothbrushes have been used for oral hygiene
for ages.!"" In consequence, numerous studies
have shown the importance of maintaining them
free of microorganisms as they may get con-
taminated with bacteria from the oral cavity and
its surroundings, including pathogens such as S.
aureus, S. mutans, C. albicans, S. pyogenes, S.
epidermidis, and Klebsiella pneumonia.* '* 12
This study demonstrated the effectiveness of 5%
acetic acid and Colgate 360° antibacterial brush®
to disinfect contaminated brush heads, and there-
fore it is a significant contribution in the search for
additional strategies of oral health available in our
context in order to improve the oral health of the
community in general. However, the results of this
study present some limitations because the size
of the sample for each experimental group was
small and therefore further studies are required.

The physicochemical methods assessed in this
study significantly reduced the CFU/ml count of
S. aureus found in both bristles and head surfaces
of toothbrushes. Even though this microorganism
makes part of the oral microbiota, it also plays
an important pathogenic role participating in
conditions such as angular cheilitis, parotitis, and
mucositis in children and the elderly, as well as
root caries, glositis, pulpal and periapical infec-
tions, gingivitis, and some types of periodontitis,
especially in patients with systemic alterations. It
is therefore important to eradicate it from tooth-

brushes.?6-28

The results of the present study on
5% acetic acid activity in presence of S. aureus
agree with previous reports that have proven its
effectiveness in concentrations starting at 0.25%

to eradicate this microorganism.?

One of the strategies suggested by health orga-
nizations for preventing dental caries refers to
controlling S. mutans, eradicating it from tooth-
brushes in order to avoid self-inoculation.?’ 3!
This studied showed that the two assessed methods
removed almost 90% of the S. mutans found in brush
heads, so it is probable that using them in daily
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de desinfeccion del cepillo, se disminuya la carga
contaminante del principal microorganismo causante
del proceso cariogénico.?® Aunado a lo anterior resulta
gratificante encontrar que el acido acético 5%, como un
producto de uso comdn en el hogar y de facil acceso,
brinda efectividad en la eliminacion de S. mutans, favo-
reciendo asi las poblaciones vulnerables.

Asi mismo, se establecid la eliminacion entre 60 y 99%
de C. albicans por el cepillo Colgate 360°® autodesinfec-
tante y el vinagre blanco respectivamente. Aunque esta
levadura es un habitante normal de la cavidad bucal de
algunos individuos, puede llegar a convertirse en pato-
geno bajo ciertos factores predisponentes del huésped,
tales como, higiene oral deficiente, uso de aditamentos
ortodonticos y protesis, estados de inmunosupresion
0 enfermedades sistémicas en los individuos. En estas
circunstancias es cuando el cepillo dental puede ser un
reservorio de las estructuras fungicas que ocasionan
lesiones como mucositis, estomatitis protésica, queilitis
angular e hiperplasias cronicas.* Los hallazgos sobre la
potente actividad del vinagre blanco en C. albicans son
concordantes con estudios previos hechos por Azumay
colaboradores? y controvertidos con los propuestos por
Komiyama y colaboradores, ' quienes establecieron que el
vinagre blanco no reduce significativamente el crecimiento
de esta levadura. Las diferencias en la actividad del
vinagre blanco reportadas por la literatura podrian estar
relacionadas con los diversos modelos de estudio aplica-
dos por los investigadores, dado que no existe un método
estandar para evaluar la capacidad de una sustancia en
la desinfeccion de cepillos dentales.

Los resultados de este estudio indican, que el cepillo
Colgate 360° antibacterial® se propone como una he-
rramienta que contribuye a mantener la salud oral de
quienes lo usan. Su actividad antimicrobiana esta rela-
cionada con un componente denominado Silver Zeolite
Irgaguard B5120 presente en sus cerdas. Segun infor-
macion del fabricante contiene zeolita combinada con
particulas de plata, siendo estas altimas reportadas por
|la literatura como agentes que inhiben la adherenciay el
crecimiento de microorganismos Gram positivos y Gram
negativos.'® En el mercado existen otros productos para
el mismo fin, es el caso del cepillo dental con cerdas
impregnadas de triclosan'®y el VIOligth, un instrumento
portable para la desinfeccion del cepillo dental.'

disinfection routines helps decrease the contaminat-
ing load of the microorganism that most commonly
causes the cariogenic process.?® Similarly, it is sat-
isfying to recognize that 5% acetic acid, a product
commonly used at homes and easily available, is
effective for eliminating S. mutans, thus benefiting
vulnerable populations.

It was also possible to verify elimination of 60 and
99% of C. albicans by Colgate 360° self-disinfecting
brush® and white vinegar respectively. Although this
type of yeast usually inhabits the oral cavity of some
individuals, it may turn into a pathogen under certain
host-predisposing factors, such as insufficient
oral hygiene, use of orthodontic appliances and
prostheses, immunosuppressive states, or systemic
diseases. It is under these circumstances that
toothbrushes may become reservoirs of fungal
structures that produce lesions such as mucositis,
prosthetic stomatitis, angular cheilitis, and chronic
hyperplasia.3? The findings on the powerful
properties of white vinegar to control C. albicans
agree with previous studies by Azuma et al*® but also
challenge the findings of Komiyama et al,'* who
suggested that white vinegar does not significantly
reduce this yeast’s growth. The differences within
the specialized literature in terms of white vinegar
properties may be related to the diverse approaches
used by researchers, as there is not a single standard
model to evaluate the capacity of a given substance
to disinfect toothbrushes.

The results of the present study indicate that Colgate
360° antibacterial toothbrush® appears as an effec-
tive tool that contributes to maintaining oral health
among its users. Its antimicrobial properties are re-
lated to a component called Silver Zeolite Irgaguard
B5120 found in its bristles. According to the manu-
facturer’s information, it contains zeolite mixed with
silver particles, which according to the literature
may inhibit adherence and growth of Gram-positive
and Gram-negative microorganisms.'® There are
several products with the same purpose avail-
able in the market, such as the toothbrush with
bristles covered by triclosan,'® and the VIOligth, a
portable instrument for toothbrush disinfection.'*
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Sin embargo el cepillo Colgate 360° antibacterial® mostro
ser significativamente menos efectivo en la eliminacion
de C. albicans con respecto al 4cido acético 5%. Este
hallazgo podria estar relacionado con la amplia variedad
de moléculas de superficie que posee dicha levadura y
que le permiten adherirse fuertemente a cualquier tipo de
tejido e incluso sobre estructuras inertes como las cerdas
de los cepillos.'3 3

Con esta investigacion se establecio la capacidad del
acido acético 5% en la eliminacion de los microorganis-
mos orales evaluados, siendo mejor su efecto frente a
S. mutans y C. albicans con respecto al cepillo Colgate
360° antibacterial®. El efecto antimicrobiano del acido
aceético incluso a concentraciones tan bajas como 5%,
ha sido atribuido a su capacidad para disminuir el pH
tanto intra- como extracelularmente y por ende alterar
el transporte, la integridad de la membrana celular, asi
como la actividad enzimatica llegando incluso a preci-
pitar las proteinas citoplasmaticas.?' La amplia actividad
antimicrobiana de esta sustancia ha sido reportada por
Ainda IK y colaboradores® demostrando que el vinagre
blanco fue mas efectivo que el vinagre tinto frente a cepas
hospitalarias de Pseudomonas aeruginosa, S. aureus y
E. coli. Asi mismo Ryssel Hy colaboradores?! reportaron
que el 4cido acético usado como antiséptico local elimina
a los cinco minutos cepas de bacterias Gram negativas
como Proteus vulgaris, P aeruginosa y Acinefobacter
baumannii, y Gram positivas como Enterococcus feca-
lis, Staphylococcus epidermidis y S. aureus; y Azumay
colaboradores? establecieron la actividad fungicida del
acido acético sobre cepas de C. albicans aisladas de
cavidad oral. Con estos resultados y dado que el vinagre
blanco es de uso comdn en la preparacion de alimentos,
asi como en odontologia en la desinfeccion de protesis
dentales® y eliminacion de microorganismos presentes
en las cerdas de cepillos dentales representa una buena
opcion como un método economico, de facil acceso y
aplicacion para la desinfeccion de cepillos dentales sobre
todo en poblaciones vulnerables y de bajos recursos eco-
noémicos como hogares geriatricos, madres comunitarias
y orfanatos.

La capacidad del acido acético para desinfectar las
cabezas de los cepillos dentales demostrada es
concordante con una investigacion previa de este
grupo en la que a través de pruebas de desinfec-
cion en tubo se establecio la efectividad del 100%

Nevertheless, the Colgate 360° antibacterial brush®
has proven to be significantly less effective for
eliminating C. albicans, in comparison to 5% ace-
tic acid. This finding might be related to the wide
variety of surface molecules this yeast is provided
with, which enable it to strongly adhere to any type
of tissue, and even to lifeless structures such as
toothbrush bristles.'* 33

This study showed that 5% acetic acid was able to
remove the studied microorganisms, being more
effective to control S. mutans and C. albicans
in comparison to the Colgate 360° antibacterial
brush®. The antimicrobial effect of acetic acid,
even at concentrations as low as 5%, has been
attributed to its ability to decrease pH both in
intra- and extracellular conditions and therefore
to altering the cell membrane’s transportation and
integrity, as well as enzymatic activity, and even
precipitating cytoplasmic proteins.?! The extensive
antimicrobial activity of this substance has been
reported by Ainda et al,”® who demonstrated that
white vinegar was more effective than red vinegar
in the presence of hospital strains of Pseudomonas
aeruginosa, S. aureus, and E. coli. Similarly, Rys-
sel et al*! reported that acetic acid used as a local
antiseptic may remove, in five minutes, strains of
Gram-negatives bacteria such as Proteus vulgaris,
P aeruginosa and Acinetobacter baumannii, as
well as Gram-positive bacteria such as Enterococ-
cus fecalis, Staphylococcus epidermidis, and S.
aureus; and Azuma et al*® identified the fungicide
activity of acetic acid on C. albicans strains found
in the oral cavity. These results suggest that since
white vinegar is commonly used in foods, as well as
for disinfecting dental prostheses** and eliminating
microorganisms usually found in toothbrush bris-
tles, it represents a good option as an inexpensive,
easily available method for toothbrush disinfection,
especially among vulnerable populations such as
geriatric homes, child care centers, and orphanages.

The proven properties of acetic acid to disinfect
toothbrush heads agrees with a previous study
of this research group, which, by means of dis-
infection tests in tubes, established the 100%
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del vinagre blanco para inhibir, desde 3 min de contacto
directo, el crecimiento de cepas de Stafilococcus epider-
midis, Klebsiella oxytoca y Candida albicans, aisladas de
cabezas de cepillos dentales.?®

CONCLUSIONES

Este estudio constituye un avance en la bisqueda de
protocolos de higiene oral al alcance y permite proponer
al vinagre blanco de uso casero y el cepillo Colgate 360°
antibacterial® como verdaderas alternativas para mante-
ner el cepillo dental libre de microorganismos en diversas
poblaciones. Sin embargo, son necesarios estudios
complementarios con otros patdgenos orales e incluso
periodontopatogenos.
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