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Accion antimicrobiana de enjuagues bucales pediatricos en cepas de
Streptococcus mutans en comparacion con la clorhexidina. Estudio in vitro

Antimicrobial action of pediatric mouthwashes on Streptococcus mutans strains in
comparison with chlorhexidine, in vitro study
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Resumen

El proposito de este estudio fue determinar la accion antimicrobiana de los enjuagues bucales Colgate® Plax Kids y Equate® Kids,
en comparacion con la clorhexidina. El presente estudio fue de tipo experimental in vitro, utilizando dos métodos para comprobar la
efectividad de los enjuagues; en el primer método se colocaron discos de papel impregnados con las soluciones de los enjuagues en
placas de Petri, donde se sembraron las cepas de Streptococcus mutans (S. mutans) en un medio agar tripticasa soya, incubadas
por 24 h a 37 °C, obteniendo como resultado halos y porcentaje de inhibicion bacteriana de las muestras del enjuague Colgate® Plax
Kids de 1 mm, Equate® Kids de 2 mm y de clorhexidina de 0.5 mm. Se llev6 a cabo un analisis estadistico de ANOVA y se obtuvo un
valor de p = 0.490, lo que indica que no existe diferencia estadisticamente significativa. En el segundo experimento, en una microplaca
de 96 pozos se coloco la cepa de S. mutans y los diferentes tipos de enjuagues bucales mezclados con medio de infusion cerebro-
corazon y saliva artificial. La cuantificacion de bacterias se compar6 en los diferentes grupos de tratamiento, donde el enjuague de
Colgate® Plax Kids mostr6 la mayor reduccion. Asimismo, se realiz6 la prueba de Dunnett que demostr6 diferencia estadisticamente
mayor en los enjuagues bucales estudiados (p < 0.05) en contraste con la clorhexidina. Se concluye que el S. mutans es sensible a
enjuagues bucales a base de cetilpiridinio y clorhexidina, siendo aiin mas sensible ante los enjuagues que no contienen clorhexidina.
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Abstract

The purpose of this study was to determine the antimicrobial action of Colgate® Plax Kids and Equate® Kids mouthwashes, compared
to chlorhexidine. The present study was experimental in vitro, using two methods to verify the effectiveness of the mouthwashes. In the
first method, paper discs impregnated with the rinse solutions were placed in Petri dishes where the strains of Streptococcus mutans (S.
mutans) were planted in a trypticase soy agar medium, incubated by 24 h at 37 °C, obtaining as a result halos and percentage of bacterial
inhibition of the Colgate® Plax Kids 1 mm, Equate® Kids 2 mm and chlorhexidine 0.5 mm mouthwash samples. An ANOVA statistical analysis
was performed, obtaining a value of p = 0.490, which indicates that there is no statistically significant difference. The second experiment
was carried out in a 96-wells microplate where the strain of S. mutans and the different types of mouthwashes mixed with brain-heart
infusion medium and artificial salive were placed. The quantification of bacteria was compared in the different treatment groups where the
Colgate® Plax Kids mouthwash showed the greatest reduction. Additionally, the Dunnett test was performed, which showed a statistically
greater difference in the mouthwashes studied (p < 0.05) compared to the chlorhexidine. It is concluded that S. mutans is sensitive to
mouthwashes based on cetylpyridinium and chlorhexidine, being even more sensitive to mouthwashes that do not contain chlorhexidine.
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INTRODUCCION

La salud oral es parte importante de la salud integral del
individuo y de mantener el bienestar en el ser humano. Por
otra parte, la caries dental es una enfermedad multifactorial
que afecta a los tejidos dentales; ademas, es la de mayor
prevalencia y costo en el mundo, pues se puede presentar
a distintas edades de la vida, aunque los nifios y los adultos
jovenes suelen ser los mas afectados por esta patologia.t

Con el conocimiento de que las enfermedades bucales
no discriminan la edad del paciente, se debe anticipar la
atencion a través de un protocolo no invasivo que garantice
una respuesta positiva frente al tratamiento, que aumente la
posibilidad de que tenga una buena salud bucal en el futuro.?

En la cavidad oral estan presentes una gran cantidad y
variedad de bacterias, algunas de ellas involucradas en en-
fermedades bucales, ya sea caries dental y periodontitis, que
estan entre las enfermedades mas comunes de los seres hu-
manos. Las especies del género Streptococcus se encuentran
en una alta proporcién en tejidos blandos, saliva y lengua.®

Como principal microorganismo causante de la caries dental
se tiene al Streptococcus mutans (S. mutans) que se halla en
la cavidad bucal humana y permanece en el biofilm con mayor
gravedad de la enfermedad de caries dental progresiva.*

El S. mutans tiene la capacidad de producir acidos lactico,
propionico, acético y formico, al momento de metabolizar los
carbohidratos fermentables, ya sea la sacarosa, glucosa o
fructosa. Estos acidos circulan a través de la placa dental
depositandose sobre el esmalte poroso en donde comienzan
a liberar hidrogeniones, los cuales disuelven rapidamente el
mineral del esmalte, generando calcio y fosfato, que, a su vez,
difunden fuera del esmalte. Este proceso se conoce como
desmineralizacién.>¢

Por lo general, los productos empleados para la higiene oral
contienen sustancias con accién antimicrobiana que pueden
reducir la incidencia de caries mediante el control de formacién
de placa, suprimiendo las especies cariogénicas o por medio
de la inhibicién del metabolismo bacteriano.”

El cloruro de cetilpiridinio (CPC), es un compuesto de amo-
nio cuaternario, que se describié por primera vez en 1939; es
uno de los antisépticos mas utilizados en productos para el
cuidado bucal y se incluye en una amplia gama de productos
de venta libre, como enjuagues bucales y dentifricos. Las
funciones principales de estos enjuagues bucales dependeran
de la solucién que contengan, ya sea colutorio o enjuague,
puede usarse para diferentes acciones, como:

* Remineralizadora anticaries (fluoruro sédico, monofluorofosfato
de sodio, fluoruro de estafio, fluoruro de amina y fluoruro de
fosfato dibasico de calcio).

« Control quimico preventivo de la enfermedad periodontal
(clorhexidina, triclosan, hexetidina, sanguinaria, timol,
eucalipto y derivados de amonio cuaternario).®
Algunos enjuagues contienen ingredientes activos antibac-

terianos que muestran efectos sobre el S. mutans, uno de

ellos es el CPC que ha demostrado ser un antimicrobiano de
amplio espectro con efectos similares a la clorhexidina, la que

es empleada en concentraciones de 0.10, 0.12, 0.2 y 0.05%.

Es bacteriostatico y bactericida, y actia sobre el S. mutans.®
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Los enjuagues fluorados tras el cepillado dental son una
practica cada vez mas extensa de efectos y resultados
anticaries comprobados, estos preparados tienen un efecto
cariostatico.°

La presente investigacion tiene como objetivo demostrar la
accién antimicrobiana de dos enjuagues bucales pediatricos
comerciales encomparacion con la clorhexidina.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio fue de tipo experimental, in vitro y com-
parativo, que utilizé cepas de S. mutans en fase exponencial
gue permanecian almacenadas en el Centro de Investigacion
y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS), en la Unidad
de Odontologia Integral y Especialidades.

Los enjuagues de la investigacion fueron: 1. Colgate® Plax
Kids (Colgate-Palmolive, NY), 2. Equate® Kids (Walmart stores,
EE. UU.)y Gum Paroex (Sunstar Americas, Barcelona Espafia).

Como grupos control: digluconato de clorhexidina al 0.12%
(C+), saliva artificial y caldo de cultivo (C-).

Se realizé el sembrado de la cepa de S. mutans en tres
cajas de Petri con medio de agar de infusion cerebro-cora-
z0n, se separd en cuatro divisiones donde en cada caja se
colocaron cuatro discos de papel, cada uno impregnado con
las soluciones de los enjuagues con los nimeros: 1. Colgate®
Plax Kids y 2. enjuague bucal con fluoruro Equate® Kids, asi
como los grupos control C1y C2 (figural).

Las placas listas fueron llevadas a incubacién a una
temperatura de 37 °C, después de 48 h transcurridas fueron
medidos los halos de inhibicién con la ayuda de un vernier
milimétrico.

Ensayo antimicrobiano por microplacas
Se hizo este para observar lareduccion de la bacteria con los
enjuagues comparados con la clorhexidina.

Se coloco en una microplaca de 96 pozos 10 pL de los diferentes
tipos de enjuagues y se mezclaron con 100 pL de medio de
caldo de infusion cerebro-corazén y con 100 pL de saliva
artificial.

Figura 1. Division de cajas de Petri con siembra de discos con las soluciones.
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Con ayuda de una pipeta estéril se llevaron a la microplaca
y se realiz6 la division de ellos mediante las letras marcadas
en la microplaca y letras relacionadas con las muestras de
los productos (figura 2).

En la microplaca de 96 pozos se separaron los productos
utilizados junto con el medio de cultivo y saliva artificial, se
prepararon cinco soluciones diferentes para su colocacion, asig-
nandoles las letras: M: Colgate® Plax Kids, C: clorhexidina, K:
Equate®Kids, ¥2: medio de cultivo y S: saliva artificial (figura 3).

Posteriormente se llevd la microplaca de 96 pozos al lector
de microplacas Bio-RAD iMark® Microplate Reader (figura 4).

RESULTADOS

Crecimiento bacteriano en medio de cultivo
La cuantificacion de bacterias se comparé en los diferentes
grupos de tratamiento, en los que el tratamiento con clorhexidina
mostr6 una densidad éptica (DO) a 600 nm =0.1995 + 0.0380;
Colgate® Plax Kids una DO a 600 nm = 0.1442 + 0.0479; y
Equate® Kids una DO a 600 nm = 0.1457 + 0.0592. Colgate®
Plax Kids exhibié la mayor reduccién (figura 5).

Figura 2. Transferencia de volumen a microplaca de 96 pozos con micropipeta
de 100 pL.

Figura 3. Microplaca de 96 pozos con las soluciones. M: Colgate® Plax Kids;
C: clorhexidina; K: Equate® Kids; S: saliva artificial; ¥2: medio de cultivo.
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Se llevd a cabo un andlisis estadistico de ANOVA para
establecer si habia una diferencia estadistica entre cada grupo
de tratamiento y se obtuvo un valor de p =0.247, lo que indica
que no existe diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos de tratamiento (cuadro 1).

Cuadro 1. Andlisis de ANOVA sobre las diferencias entre la densidad
Optica a 600 nm entre los diferentes grupos.

ANOVA
Absorbancia

Suma de Media Interpretacion

cuadrados cuadrética Sig.

Entre No existen diferencias

0.008 2 0.004 1.638 0.247 significativas entre los
grupos

grupos

Dento 5005 9 0002
grupos
Total 0.030 i

Figura 4. Lector de microplaca Bio-RAD iMark® Microplate Reader.

Densidad optica (600 nm)

Clorhexidina Colgate® Plax Kids Equate® Kids
Figura 5. Densidad éptica a 600 nm o crecimiento bacteriano en los grupos

de tratamiento en medio de cultivo.
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Adicionalmente, se realizé la prueba estadistica de Dunnett
para establecer diferencias en la DO a 600 nm de los trata-
mientos respecto al control, donde la reduccién del crecimiento
bacteriano no es estadisticamente diferente en Colgate® Plax
Kids (p = 0.244) y Equate® Kids (p = 0.260) respecto al control
de clorhexidina; esto indica que son iguales en cuanto a la
capacidad de reduccién del crecimiento bacteriano (cuadro 2).

Crecimiento bacteriano en saliva artificial
El crecimiento bacteriano se evalué en un nicho ecolégicamente
similar tratando de emular las condiciones de la cavidad
mediante el uso de saliva artificial. La cuantificacion de bacterias
se comparo en los diferentes grupos de tratamiento donde aquel
con clorhexidina tuvo una DO a 600 nm = 0.29175 + 0.0350;
Colgate® Plax Kids una DO a 600 nm = 0.13320 + 0.0372 y
Equate® Kids una DO a 600 nm = 0.20350 + 0.0499; Colgate®
Plax Kids mostré la mayor reduccion (figura 6).

Se hizo un analisis estadistico de ANOVA para establecer
si existia una diferencia estadistica entre cada grupo de tra-
tamiento y se obtuvo un valor de p = 0.001, lo que indica que
hay diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
de tratamiento (cuadro 3).

Asimismo, se aplico la prueba estadistica de Dunnett para
establecer diferencias en la DO a 600 nm de los tratamientos
respecto al control en saliva artificial, donde la reduccién del
crecimiento bacteriano fue estadisticamente diferente en
Colgate® Plax Kids (p = 0.000) y Equate® Kids (p = 0.022)
respecto al control de clorhexidina;esto indicaque la capacidad
de reduccion del crecimiento bacteriano para Colgate® Plax
Kids y Equate® Kids fue estadisticamente mayor (p < 0.05)
respecto a la clorhexidina (cuadro 4).

Se calculd el nimero de veces que disminuyé el crecimien-
to bacteriano (fold change) en los tratamientos con Colgate®
Plax Kids y Equate® Kids respecto al control; donde se observa
que el que mas veces redujo el crecimiento bacteriano fue
Colgate® Plax Kids con -1.131 y Equate® Kids y con -0.520,
como se muestra en la figura 7.

Se evalud la capacidad de reduccion de cada tratamiento
a través del grado de inhibicion (formacién de halo en mm)

0.40

0.30

0.20
010 -
0.00

Colgate® Plax Kids Equate® Kids

Densidad éptica (600 nm)

Clorhexidina

Figura 6. Densidad éptica a 600 nm o crecimiento bacteriano en los grupos
de tratamiento en saliva artificial.
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Cuadro 2. Andlisis de comparacion de Dunnett sobre las diferencias entre
la densidad 6ptica a 600 nm de los diferentes grupos respecto al control.

Comparaciones multiples
Variable dependiente: absorbancia

c
T de Dunnett (bilateral)® g
. i Intervalo de g
) Tx (?éfﬁzzzgg Desviacion co’nfi_anza a! 9?% ;é;
(I-) error _L|m|_te L|m|t_e =
inferior superior =
g Sin
Colgate® g diferencias
Plax o -0.055250 0.034776 0.244 -0.14615 0.03565 respecto al
Kids S control, no se
[§) rechaza la Ho
= Sin
Equate® 2 diferencias
Kids o -0.053750 0.034776 0.260 -0.14465 0.03715 respecto al
B control, no se
[S) rechaza la Ho

Cuadro 3. Analisis de ANOVA sobre las diferencias entre la densidad
Optica a 600 nm entre los diferentes grupos en saliva artificial.

ANOVA
Absorbancia

Suma de Media Interpretacion

cuadrados cuadratica Sig.

Entre No existen diferencias

0.056 2 0.028 16.707 0.001 significativas entre los
grupos

grupos

Dentro 4017 10 0.002
grupos
Total 0.073 12

Cuadro 4. Andlisis de comparacion de Dunnett sobre las diferencias
entre la densidad 6ptica a 600 nm de los diferentes grupos.

Comparaciones multiples
Variable dependiente: absorbancia

c
T de Dunnett (bilateral)? g
Intervalo de g
Biarensia confianza al 95% §_
de medias Desviacion Limite Limite £
1) Tx (1-3) error Sig. inferior superior =
© Existen
Colgate® g diferencias
Plax o -0.158550* 0.027429 0.000 -0.22886 -0.08824 respecto al
Kids B control, se
(@) rechaza la Ho
© Existen
Equate® g diferencias
Kids o -0.088250* 0.028912 0.022 -0.16236 -0.01414 respecto al
S control, se
O rechaza la Ho
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alrededor de discos impregnados con cada tratamiento y se
advierte que la clorhexidina tuvo un halo de 0.5000 + 0.000,
Colgate® Plax Kids 0.7500 + 0.4330 y Equate® Kids
1.0833 + 0.8779 (figura 8).

Se efectud un analisis estadistico de ANOVA para estable-
cer si existia una diferencia estadistica entre cada grupo de
tratamiento y se obtuvo un valor de p = 0.490, lo que indica
que no existe diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos de tratamiento (cuadro 5).

De igual modo, se realizé la prueba estadistica de Dunnett
para establecer diferencias en los halos de inhibicion de los
tratamientos respecto al control, donde la formacion de halos
de inhibicion no es estadisticamente diferente en Colgate®
Plax Kids (p = 0.816) y Equate® Kids (p = 0.399) en relacion
con el control de clorhexidina; esto indica que son iguales
en cuanto a la capacidad de reduccién del crecimiento
bacteriano.

DISCUSION

Lema et al.* en 2018, evaluaron en un estudio in vitro la
efectividad de enjugues pediatricos a base de CPC vy xilitol
sobre cepas de S. mutans usando distintas concentraciones
de los enjuagues en cajas de Petri. Se observo que el control
positivo y los tres subgrupos de Colgate® Plax Kids en las
cantidades de 10, 15 y 20 pL resultaron ser sumamente
sensibles, en tanto que los enjuagues bucales Denture Kids
y Blendy mostraron una sensibilidad intermedia. El enjuague
a base de CPC de la marca Colgate® Plax Kids presentd
mayor efecto antibacteriano, siendo similar a la clorhexidina.
Se obtuvieron diferentes resultados en el presente estudio a
pesar de que también se empled el enjuague Colgate® Plax
Kids en una sola concentracion de 10 pL, de las soluciones
donde se demostré que el enjuague Equate® Kids tuvo mayor
halo de inhibicién: 1.0833 + 0.8779, en comparacién con la
clorhexidina con un halo de 0.5000 + 0.000 y Colgate® Plax
Kids de 0.7500 + 0.4330. Adicionalmente se hizo la prueba
estadistica de Dunnett y ANOVA donde laformacion de halos
de inhibicién no es estadisticamente diferente en Colgate®
Plax Kids (p = 0.816) y Equate® Kids (p = 0.399) en lo relativo
al control de clorhexidina; lo que indica que son iguales en
cuanto a la capacidad de reduccion del crecimiento bacteriano
y que no existe diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos de tratamiento.

Aguilera et al.** en 2011, demostraron la sensibilidad del
S. mutans a los compuestos triclosan, CPC y gluconato de
clorhexidina presentes en tres enjuagues bucales comerciales
en un estudio in vitro, en el que se obtuvieron como resultados
que todos los enjuagues empleados en su estudio lograron
inhibir al S. mutans debido a su CPC, triclosan o clorhexidina;
en el presente estudio se coincidié con los resultados, dado
que se efectud un andlisis estadistico de ANOVA para esta-
blecer si existia una diferencia estadistica entre cada grupo
de tratamiento y se obtuvo un valor de p = 0.490, lo que indica
gue no existe diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos de tratamiento y que las tres soluciones lograban
inhibir al S. mutans.
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Sampaio et al.?2 en Brasil (2019), en un estudio in vitro,
evaluaron el efecto antimicrobiano de enjuagues infantiles
en biofilms de S. mutans, con el objetivo de evaluar el po-
tencial antimicrobiano de los enjuagues; los empleados en
este estudio contenian CPC, xilitol y triclosan; utilizando

Colgate® Plax Kids Equate® Kids

-0.520

Fold change
LOG, (Abss,, Tx/ctrl)

-1.131

Figura 7. Nimero de veces de crecimiento bacteriano respecto al control.

1.50
1.00
0.50

Colgate® Plax Kids Equate® Kids

Halo (mm)

Clorhexidina

Figura 8. Halos de inhibiciéon (mm) en los grupos de tratamiento.

Cuadro 5. Anélisis de ANOVA sobre las diferencias de los halos de
inhibicién entre los diferentes grupos.

ANOVA
Absorbancia

Suma de Media Interpretacion

cuadrados cuadrética Sig:

Entre No existen diferencias

0.514 2 0.257 0.804 0.490 significativas entre los
grupos

grupos

Dentro 117 6 0319
grupos
Total 2431 8
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como control negativo solucién salina. Los resultados se
sometieron a ANOVA y a la prueba de Tukey al cinco por
ciento, como resultado los enjuagues bucales estudiados no
mostraron diferencias significativas entre ellos, pero si una
reduccion significativa con el grupo de control. En la presente
investigacion se evalud el crecimiento bacteriano tratando
de simular las condiciones de la cavidad bucal mediante
el uso de saliva artificial. La cuantificacién de bacterias se
comparé en los diferentes grupos de tratamiento, en los que
la clorhexidina tuvo una DO a 600 nm = 0.29175 + 0.0350,
Colgate® Plax Kids una DO a 600 nm = 0.13320 + 0.0372
y Equate® Kids con una DO a 600 nm = 0.20350 + 0.0499;
Colgate® Plax Kids mostré la mayor reduccioén. Se hizo un
analisis estadistico de ANOVA donde se obtuvo un valor de
p = 0.001, lo que sefiala que existe diferencia estadistica-
mente significativa entre los grupos de tratamiento, siendo
el enjuague de marca Colgate® Plax Kids el que demostré
mayor diferencia.

CONCLUSIONES

El S. mutans esta relacionado con el inicio y la progresién de la
caries dental, aunque sea solo uno de los factores causantes
de esta enfermedad, su apariciéon para el desarrollo puede
ser determinante, el conocer la manera por la cual se puede
inhibir para poder impedir su progresion es crucial para evitar
técnicas invasivas al tejido dentario.

Todos los enjuagues bucales empleados en este estudio
fueron eficaces ante el S. mutans, cuyo propdsito fue demos-
trar y comparar los enjuagues ante la clorhexidina realizando
diversas pruebas para poder evaluar su grado, capacidad
de inhibicion y reduccion, donde el enjuague a base de
cetilpiridinio (Equate® Kids) evidencié mayor sensibilidad al
presentar el mayor halo de inhibicion en las cajas de Petri,
siendo aun mayor que el halo de la clorhexidina. También se
quiso simular el medio bucal a través de pruebas con saliva
artificial, que evidencié que la capacidad de reduccion del
crecimiento bacteriano para Colgate® Plax Kids y Equate®
Kids fue estadisticamente mayor en comparaciéon con la
clorhexidina. EI S. mutans es sensible a enjuagues bucales a
base de cetilpiridinio y clorhexidina, siendo ain mas sensible
ante los enjuagues que no contienen esta Ultima.

Aunque se han presentado diversas investigaciones re-
cientes acerca de qué enjuague es mejor para poder evitar
la caries dental, se necesitan mas estudios para poder com-
parar y asi poder elegir el enjuague ideal, asi como llevar
en conjunto la terapia antiséptica de la mano, como lo es la
técnica de cepillado, la eleccién de la pasta dental y efectuar
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la correcta técnica de administracion del enjuague bucal, ya
que este tiene que ser utilizado en nifios con la destreza para
poder usarlo de manera eficaz.

En investigaciones posteriores se encuentran numerosos
estudios de enjuagues bucales usados en adultos y pocos
enfocados en odontopediatria. Para investigaciones a futuro, y
para poder obtener mas informacién acerca de los enjuagues
bucales comerciales infantiles, se recomienda emplear la me-
todologia aqui expuesta en otro tipo de bacterias involucradas
en la caries dental y ampliar el nimero de muestras.
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