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Resumen

Introduccion: El cepillado dental es uno de los factores méas importantes para mantener
una buena higiene oral. Muchos estudios han demostrado que este objeto se contamina con
maultiples bacterias, pero no se ha mencionado a microorganismos de contaminacion fecal. Es
comun que los cepillos dentales permanezcan en el sanitario, por ende, el objetivo de este estudio

es comprobar la presencia de E. faecalis y E. faecium, en cepillos dentales.

Materiales y métodos: Se recolectaron 150 cepillos dentales de estudiantes de la
Universidad Hemisferios. Cada muestra fue sembrada en un caldo de cultivo para Enterococos,
de las muestras que mostraron crecimiento se realizd un asilamiento de colonias bacterianas en
agar nutritivo. Posterior a ello, se realiz6 PCR para identificar con certeza la especie de

Enterococos presentes en los cepillos dentales.

Resultados: Se encontr6 que el 40,66% de las muestras presentaron bacterias del género
Enterococcus. De las cuales el 54,01% de muestras correspondian a cepillos contaminados con

E. faecalis, y el 11,48% a cepillos con E. faecium.

Conclusidn: Se concluy6 que E. faecalis y E. faecium estan presentes en cepillos

dentales indicando contaminacién fecal en los mismos.

Palabras clave: Contaminacion fecal, cepillo dental, E. faecalis, E. faecium, reaccion en

cadena de polimerasa.
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Resumen

Introduccion: El cepillado dental es uno de los factores més importantes para mantener
una buena higiene oral. Muchos estudios han demostrado que este objeto se contamina con
multiples bacterias, pero no se ha mencionado a microorganismos de contaminacion fecal. Es
comun que los cepillos dentales permanezcan en el sanitario, por ende, el objetivo de este estudio
es comprobar la presencia de E. faecalis y E. faecium, en cepillos dentales. Materiales y
métodos: Se recolectaron 150 cepillos dentales de estudiantes de la Universidad Hemisferios.
Cada muestra fue sembrada en un caldo de cultivo para Enterococos, de las muestras que
mostraron crecimiento se realiz6 un asilamiento de colonias bacterianas en agar nutritivo.
Posterior a ello, se realizd PCR para identificar con certeza la especie de Enterococos presentes
en los cepillos dentales. Resultados: Se encontro que el 40,66% de las muestras presentaron
bacterias del género Enterococcus. De las cuales el 54,01% de muestras correspondian a cepillos
contaminados con E. faecalis, y el 11,48% a cepillos con E. faecium. Conclusion: Se concluy6
que E. faecalis y E. faecium estan presentes en cepillos dentales indicando contaminacion fecal

en los mismos.
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Palabras clave: Contaminacion fecal, cepillo dental, E. faecalis, E. faecium, reaccion en cadena

de polimerasa.

Abstract

Introduction: Toothbrushing is a crucial factor in maintaining good oral hygiene. Numerous
studies have demonstrated that toothbrushes harbor various bacteria, yet little attention has been
given to fecal contamination microorganisms. Given that toothbrushes are often stored in
bathrooms, this study aims to investigate the presence of E. faecalis and E. faecium in
toothbrushes. Materials and Methods: We collected 150 toothbrushes from students at the
Hemisferios University. Each sample was cultured in an Enterococcus broth, and from the
samples showing growth, bacterial colonies were isolated on nutrient agar. Subsequently, PCR
was performed to accurately identify the Enterococcus species present in the toothbrushes.
Results: It was found that 40.66% of the samples exhibited bacteria of the Enterococcus genus.
Among these, 54.01% of the samples were contaminated with E. faecalis, and 11.48% with E.
faecium. Conclusion: The study concludes that E. faecalis and E. faecium are present in

toothbrushes, indicating fecal contamination.

Keywords: Fecal contamination, toothbrush, E. faecalis, E. faecium, polymerase chain reaction.



Introduccion

La salud oral es un factor importante para mantener y contribuir el bienestar general y
calidad de vida de un individuo. Existen méas de 700 especies de microorganismos colonizadores
en boca, siendo asi, el microbioma bucal uno de los mas importantes y complejos en el cuerpo
humano (Peng et al., 2022). Dentro de esta microflora oral, tenemos microorganismos
comensales, los cuales ayudan a mantener un equilibrio homeostatico en dicho medio, también
existen bacterias patogenas que hacen posible el desarrollo de infecciones oportunistas en
condiciones vulnerables. Por lo tanto, es esencial mantener una adecuada higiene oral (Ganesh et
al., 2022). Ademas, la odontologia integral desempefia un papel clave para diagnosticar
patologias sistémicas, por tal motivo la cavidad oral debe mantener unabuena higiene (Bui et al.,

2019).

El cepillado dental es el método mas efectivo para controlar la microflora, deshacer el
biofilm bacteriano y mantener la higiene oral. Debido a su funcion de removedor de placa
bacteriana, el cepillo puede convertirse en un reservorio de bacterias propias de cavidad oral y
también del ambiente en el que se encuentran (Naik et al., 2015), de manera que un cepillo dental
con bacterias patdgenas en vez de favorecer a la buena salud puede llegar a ser un foco de

infeccion.

El cepillo dental se puede contaminar mediante aerosoles, debido a esto y dado que
muchas personas guardan su cepillo dental en el sanitario, bacterias de contaminacion fecal
pueden llegar a colonizarlo (Suzuki et al., 2012). A pesar de que existen diferentes técnicas de
cepillado dental que se han descrito en la literatura odontoldgica, ninguna de ellas especifica el
adecuado uso y almacenamiento del cepillo para evitar contaminacién fecal (Acosta-Andrade et

al., 2021; Asquino & Villarnobo, 2019).



Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium son las bacterias mas representativas del
género Enterococcus que pueden llegar a causar infecciones, siendo las responsables del 8% al
9% de las infecciones que ocurren en el torrente sanguineo (Lopez-Luis et al., 2021). Ademas,
las bacterias del género Enterococcus son la tercera causa mas comun de la enfermedad
infecciosa letal conocida como endocarditis bacteriana. Cuando ocurre una endocarditis
bacteriana debido a este género de bacterias, el 90-97% tiene como agente infeccioso a E.
faecalis (Herrera-Hidalgo et al., 2020), la cual es una bacteria que se puede transmitir de

individuo a individuo o mediante fomites, de manera que puede estar presente en cavidad oral, e

incluso viajar al torrente sanguineo (Shobo et al., 2022; Suzuki et al., 2012).

La formacion de aerosoles durante el uso del inodoro y un almacenamiento incorrecto del
cepillo, aumentan la posibilidad de contaminacion de E. faecalis y E. faecium, representando un
riesgo para lasalud del individuo. Por tal motivo, el objetivo del presente estudio es identificar la
presencia de E. faecalis y E. faecium mediante una reaccion en cadena de polimerasa de punto
final en cepillos dentales de estudiantes en la facultad de odontologia de la Universidad
Hemisferios en el periodo académico 2021 — 2022. Todo esto con la finalidad de poder registrar

la presencia de bacterias patdgenas en el cepillo dental, que pueden llegar a causar infecciones

graves como lo es la endocarditis infecciosa.
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Materiales y métodos
Se presenta un estudio descriptivo-experimental donde se recolectaron 150 cepillos
dentales de estudiantes de la facultad de Odontologia de la Universidad Hemisferios durante el
periodo académico 2021 — 2022. Cada participante Ilené un consentimiento informado para
formar parte de este estudio, ademas se realiz una encuesta para obtener datos de los

participantes, todo esto con la aprobacion del comité de ética de la Universidad Hemisferios.

Se incluyeron participantes de ambos géneros, entre 18 a 40 afios de edad, sin
enfermedades sistémicas, sin uso de aparatologia removible y con un uso minimo de 2 meses de
su cepillo dental. Se recolectaron las muestras en fundas de esterilizacion y fueron almacenadas a

una temperatura de 4 °C, para su posterior uso.

Las cabezas de los cepillos fueron cortadas con una hoja de bisturi y sembradas bajo

condiciones esteériles en un caldo de cultivo para enterococos Chromocult® 1.10294 Merck

Millipore. Los frascos con caldo fueron incubados durante 24 horas a 37 °C.

Las muestras positivas que presentaron una coloracion azul verdosa en el caldo de cultivo
fueron separados para transferir 100 L a cajas con agar nutritivo, usando puntas para
micropipeta estériles. Las cajas fueron incubadas por 24 horas a 37 °C. Los cultivos con

crecimiento masivo fueron resembrados para el aislamiento de colonias en agar nutritivo e

incubadas durante 24 h a 37 °C para obtener cultivos puros.

Las muestras aisladas fueron procesadas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) de punto final para la identificacion de E. faecalis y E. faecium (Harwood et al., 2004). La
PCR de la célula completa fue realizada a partir de colonias aisladas 24 horas antes en un

termociclador de gradiente SimpliAmp (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Una colonia
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de cada muestra fue transferida con una aguja de siembra estéril a la mezcla de PCR para E.
faecalis, la que contenia los siguientes componentes en agua ultrapura: GoTag® Green Master
Mix (1X), coadyuvante Dimetil Sulfoxido (4%) y cada primer (0.1 pM). Los primers especificos
para E. faecalis y E. faecium fueron sintetizados por Macrogen (Seul, Corea del Sur). Los
primers para E. faecalis (E1, 5-ATC AAG TAC AGT TAG TCT-3'y E2, 5'-ACG ATT CAA
AGC TAA CTG-3") estan dirigidos al gen ddl que codifica para la proteina D-Ala ligasa y que
produce un fragmento de ADN de 941 pares de bases (Dutka-Malen et al., 1995). Para la PCR de
E. faecium se transfirié una colonia de cada muestra a la mezcla que contenia los siguientes
componentes en agua ultrapura: GoTag® Green Master Mix (1X) y cada primer (0.1 uM). Los
primers para E. faecium (EM1A, 5-TTG AGG CAG ACC AGA TTG ACG-3" yEM1B, 5-TAT
GAC AGC GAC TCC GAT TCC-3") producen un fragmento de ADN de 658 pares de bases, fue
disefiado por sustraccion hibridacién, y se desconoce el gen/ADN diana (Cheng et al., 1997). La

especie E. faecalis ATCC 29212 fue empleada para la optimizacion de la PCR y como control

positivo.

El programa de PCR para E. faecalis fue una modificacion del programa usado por
Harwood et al. (2004): desnaturalizacion inicial y lisis celular a94°C por 10 min durante 1 ciclo,
seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, hibridacion a 51°C por 1min,
extension a 72°C por 1 min, y extension final a 72°C por 10 min durante 1 ciclo. El programa de
PCR para E. faecium fue realizado segln lo descrito por Harwood et al. (2004):
desnaturalizacion inicial y lisis celular a 95°C por 10 min durante 1 ciclo, seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion a94°C por 1 min, hibridacion a 55 °C por 1min, extension a 72°C por 1 min, y
extension final a 72°C por 8 min durante 1 ciclo. Los productos de PCR fueron revelados

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (Promega, Madison, WI, USA) y visualizados en



un transiluminador de luz azul (Invitrogen, Waltham, MA, USA). Los resultados obtenidos
fueron recolectados en tablas especificamente disefiadas para ello y posteriormente analizados

mediante estadistica descriptiva en el programa SPSS.

12
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Resultados
De los 150 participantes, 59 fueron del sexo masculino, mientras que 91 participantes
fueron del sexo femenino. La edad de los participantes en promedio fue de 22 afios. Se confirmé
la contaminacion fecal en cepillos dentales debido a la presencia de bacterias del género
Enterococcus en el 40,66% (61/150) de muestras analizadas mediante el caldo de cultivo, es
decir, un total de 61 cepillos dentales presentaron cambio de coloracion en el caldo de cultivo

para enterococos Chromocult® 1.10294 Merck Millipore, y crecimiento en agar nutritivo, como

lo muestra la Figura 1 y Figura 2.

Figura 1. Resultados en caldo de cultivo Chromocult. Se muestran varias muestras después de

su incubacion A: muestras positivas con coloracion azul verdosa. B: muestras negativas con coloracion

amarilla.

Figura 2. Crecimiento de bacteria en agar Nutritivo. MuestraN° 57
sembrada en agar nutritivo.
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De las 61 muestras que mostraron crecimiento de Enterococos spp, se realizaron dos PCR
de punto final con los respectivos primers de E. faecalis y E. faecium para identificar la especie
de cada muestra. Se encontr6 que el 54,09% (33/61) de muestras presentd un fragmento de 941
pb correspondientes al gen ddl presente en E. faecalis (Figura 3). En el caso de E. faecium,
unicamente el 11,48% (7/61) de las muestras presentaron un fragmento de 658 pb

correspondientes al fragmento de primers especificos para esta especie (Figura 4). Latabla 1

especifica los resultados de la PCR.

N muestra: 43 46 48 49 50 51 52 54 55 57 62 +

941 pb gen dd/

Figura 3. Gel de agarosa. Electroforesis de PCR E. faecalis de Muestras N°:
43,46,48,49,50,51,52,54,55,57,62. Control positivo (+) de E. faecalis.

N muestra: 19 47 64 65 73 74 75 76 77 78 H20

3,000 pb

1,500 pb

1,000 pb

850 pb

658 pb
650 pb

200 pb

AUULELL

Figura 4. Gel de agarosa. Electroforesis de PCR E. faecium de Muestras N°:
19,47,64,65,73,74,75,76,77,78. Control negativo (H2O): agua ultrapura.



15

Tabla 1. Resultado de PCR para E. faecalis y E. faecium de las muestras que
presentaron crecimiento en caldo de cultivo para Enterococos spp.

Por otro lado, el 6,56% (4/61) de las muestras presentaron resultados inconsistentes
debido al resultado positivo para ambas bacterias, debido probablemente a la presencia de dos
especies de Enterococcus en unsolo cultivo o al disefio de los primers utilizados para E. faecalis.
Ademas, el 27,87% (17/61) de las muestras analizadas resultaron ser otras especies de bacterias
ya gque no presentaron el fragmento de ADN esperado correspondiente a E. faecalis ni a E.
faecium, a pesar de haber presentado un resultado positivo para el caldo de cultivo de
enterococos. La Tabla 1 especifica las 61 muestras positivas para el caldo de cultivo de
Enterococos Yy su resultado en cada una de las PCR para identificar su especie. De las encuestas
realizadas a los participantes se encontrd que las 40 muestras contaminadas con E. faecalis o E.

faecium



Resultado encuesta gingivitis y/o periodontitis

E.faecalis E.faecium
Solo gingivitis 11 3
Solo periodontitis 0 0
Ambas 2 3
Ninguna 20 1
TOTAL 33 7

Tabla 2. Resultado de la encuesta en cuanto a presencia de gingivitis o

periodontitis de las muestras contaminadas con E. faecalis y E. faecium.

16
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Discusion

Se evidencio la contaminacion fecal mediante la presencia de E. faecalis y E. faecium en
cepillos dentales, coincidiendo con varios autores en que debido al uso y manipulacién en boca,
el cepillo dental estd expuesto a contaminacion bacteriana, siendo un riesgo para la salud oral
(Frazelle & Munro, 2012; Glass & Lare, 1986). Se ha comprobado que los aerosoles fecales son
capaces de contaminar las superficies y objetos cercanos al inodoro (Luo et al., 2023), e incluso,
se ha demostrado que las cerdas de los cepillos retienen microorganismos y los mantienen vivos
(Bunetel et al., 2000). Esto quiere decir que los cepillos dentales almacenados en el sanitario
pueden ser colonizados por bacterias fecales, tal como se evidencid en los resultados de este
estudio. En la contaminacion de cepillos dentales se han aislado diversas especies microbianas,
sin embargo, no se nombra, ni se les toma en cuenta a las especies indicadoras de contaminacion

fecal (Ankola et al., 2009; Blaustein et al., 2021; Karibasappa et al., 2011).

En el presente estudio, se tomo en cuenta la presencia de E. faecalis y E. faecium, debido
a que son bacterias indicadoras de contaminacion fecal y no se ha especificado su influencia en
la salud oral. Weiner y colaboradores (2016) afirman que los Enterococcus son patdgenos que
pueden causar infecciones nosocomiales, y son la tercera causa mas comun de endocarditis
infecciosa (EI). En una EI causada por Enterococcus, el 90-97% se debe a E. faecalis (LOpez-
Luis et al., 2021). Por lo que, si existen bacterias de dicho geénero en el cepillo dental existe el
riesgo de contraer una infeccion. Por otro lado, Martins y colaboradores (2023) mencionan que,
existe 28% de incidencia de bacteriemia causada por una profilaxis, 16% ocasionada luego del
uso del hilo dental y de 8% a 26% después del cepillado dental. Con la presencia de estas

bacterias en el torrente sanguineo, el riesgo de contraer una endocarditis bacteriana aumenta.
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Sin embargo, Zhang et al. (2013) no encontrd correlacion para ningin parametro y
magnitud de bacteriemia total después de usar el hilo dental o raspado y alisado radicular, asi
mismo, indicd que, al reducir los factores de riesgo como mala higiene oral, enfermedades
sistémicas y, edad avanzada, se disminuye significativamente el riesgo de producir una
bacteriemia por procedimientos dentales. Entendiendo que el riesgo de contraer una bacteriemia
y posteriormente una EI debido a la presencia de E. faecalis en el cepillo dental es bajo, no se
puede decir que es nulo. El uso de un cepillo de dientes con contaminacién fecal bajo ningun

motivo es recomendable para mantener una buena salud oral.

Para identificar con certeza la presencia de una especie microbioldgica, el método mas
utilizado es la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) ya que permite identificar de manera
especifica un fragmento de ADN propio o diferenciador de un microorganismo (Apte & Daniel,
2009). En el presente estudio se confirmé la presencia de dos especies de Enterococcus, sin
embargo, también se obtuvo un fragmento de ADN adicional inespecifico, en la PCR de E.
faecalis. Probablemente esto sucedié debido al disefio de primers, un primer mal sintetizado da
como resultado muy poca o nula cantidad de producto, o puede llevar a una amplificacién
inespecifica o formacién de dimeros (Apte & Daniel, 2009). Por lo que, para procedimientos
futuros, se recomienda utilizar primers con un disefio 6ptimo y especificos para el segmento de
ADN diana. Por otro lado, también se recomienda ampliar el nimero de muestra para poder
realizar analisis estadisticos con maés relevancia para la poblacion, ya que en el presente estudio
el numero de muestra no fue muy significativo para afirmar que gran parte de la poblacion tiene
su cepillo dental con E. faecalis. De igual manera, para investigaciones futuras se recomienda
analizar la virulencia de E. faecalis aislado de cepillos dentales para evaluar el riesgo de contraer

una El o alguna otra infeccién debido al cepillo dental con contaminacion fecal.



19

Tomando en cuenta todo lo analizado anteriormente, los profesionales de la salud en el
ambito oral deberian capacitar a sus pacientes para poder llevar un adecuado uso y
almacenamiento del cepillo dental. Una de las mejores opciones estudiada por varios autores es
la desinfeccion del cepillo dental, se ha demostrado que el peroxido de hidrégeno e hipoclorito
de sodio al 0.5% reducen significativamente la adherencia de microorganismos, como E. faecalis
en el cepillo dental (D’Ercole et al., 2020), dando como resultado poca carga bacteriana. Se
recomienda cambiar el cepillo dental cada tres meses y/o despues de contraer una infeccion viral,
debido a que bajo estos dos factores la presencia de microorganismos aumenta

considerablemente. Se debe dar la importancia a estos temas para evitar problemas de salud.

(Twumwaa Hannah et al., 2021).

Conclusion

Se concluy6 que E. faecalis y E. faecium estan presentes en cepillos dentales indicando

contaminacion fecal en los mismos.
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