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Resumen

Su objetivo fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro de tres colutorios orales
comerciales sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. La presente investigacion
fue de tipo cuantitativo y disefio experimental, con posprueba y grupo control. La
bacteria evaluada fue una cepa estandar de S. mutans ATCC 25175. Los colutorios
comerciales evaluados fueron; Vitis encias®, Dentodex, Listerine®. El control
positivo fue Clorhexidina 0,12% y el control negativo fue Solucién salina fisioldgica
estéril (SSFE). Para la determinacion del efecto antibacteriano se utilizé el método
estandarizado por el Clinical Laboratory Standard Institute de difusion en pozo de
agar. El medio de cultivo utilizado para la evaluacién fue el agar mitis salivarius-
bacitracina (Himedia®). La siembra del inéculo bacteriano se realizé el método de
Kirby-Bauer. La incubacion se realizdé en estufa microbiologica a 36,5 °C durante
24 horas en aerobiosis. Las zonas de inhibicion fueron medidas con vernier marca
Starrett®. Los resultados mostraron los halos de inhibicion promedio del colutorio
Vitis encias® fue de 12.15 mm, el colutorio Dentodex® alcanz6 un halo promedio
de inhibicion de 13.61mm, mientras que Listerine® obtuvo un halo promedio de
13.45 mm. El control positivo, Clorhexidina 0,12 % formo un halo de inhibicién
promedio de 15.51mm. Se observd que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre los colutorios Dentodex® y Listerine® mostrando el mismo efecto
antibacteriano. Sin embargo si se observé diferencia estadisticamente significativa
entre los colutorios y el control positivo. Se concluye que los tres colutorios
presentan efecto antibacteriano sobre la cepa estandar S. mutans, sin embargo no
superaron el efecto alcanzado por la clorhexidina al 0,12% utilizado como control

positivo.

Palabras Clave: Streptococcus mutans, antisépticos bucales, antibacterianos, in

vitro.



Abstract

Its objective was to evaluate the antibacterial effect in vitro of three commercial oral
mouthwashes on Streptococcus mutans ATCC 25175. The present investigation
was of a quantitative type and experimental design, with post-test and control group.
The bacterium evaluated was a standard strain of S. mutans ATCC 25175. The
commercial mouthwashes evaluated were; Vitis gums®, Dentodex, Listerine®. The
positive control was 0.12% Chlorhexidine and the negative control was Sterile
Physiological Saline Solution (SSFE). To determine the antibacterial effect, the
method standardized by the Clinical Laboratory Standard Institute of agar well
diffusion was used. The culture medium used for the evaluation was mitis salivarius-
bacitracin agar (Himedia®). The sowing of the bacterial inoculum was carried out
using the Kirby-Bauer method. The incubation was carried out in a microbiological
oven at 36.5 oC for 24 hours in aerobiosis. The zones of inhibition were measured
with a Starrett® brand vernier. The results showed the average inhibition halos of
the Vitis gums® mouthwash was 12.15 mm, the Dentodex® mouthwash reached an
average inhibition halo of 13.61mm, while Listerine® obtained an average halo of
13.45 mm. The positive control, Chlorhexidine 0.12% formed an average inhibition
halo of 15.51mm. It was observed that there is no statistically significant difference
between the Dentodex® and Listerine® mouthwashes showing the same
antibacterial effect. However, a statistically significant difference was observed
between the mouthwashes and the positive control. It is concluded that the three
mouthwashes show an antibacterial effect on the standard strain S. mutans,
however they did not exceed the effect achieved by 0.12% chlorhexidine used as a

positive control.

Keywords: Streptococcus mutans, oral antiseptics, antibacterials, in vitro.



INTRODUCCION

Para mantener la salud general es imprescindible tener una buena salud oral.!
Actualmente, algunas enfermedades bucales se encuentran encabezando la lista
de las afecciones mas relevantes que agobian a la poblacién mundial, esto debido
principalmente a su alta incidencia, prevalencia y distribucion.? Es probable que la
caries dental no solo sea una de las enfermedades mas antiguas de la humanidad
sino también la enfermedad crénica mas prevalente.® La caries es considerada
una enfermedad ubicua, es el resultado de una compleja interaccion entre
bacterias productoras de acido y carbohidratos fermentables que se encuentran
adheridas a los dientes.4 Con el tiempo, los acidos de producto de su metabolismo
pueden desmineralizar el esmalte y la dentina en las fisuras y las superficies lisas
del diente.®> De alli la importancia de revertir oportunamente esta condiciéon que
para evitar el deterioro en la calidad de vida de las personas que la padecen.®

La cavidad bucal contiene una amplia gama de microorganismos dentro de los
gue encontramos bacterias, hongos, virus, arqueas y protozoarios que en conjunto
conformar una comunidad ecoldgica compleja que influye en la salud oral y
sistémica.” Los microorganismos en la superficie de los dientes tienden a formar
comunidades de biopeliculas de mudltiples especies que a menudo estan
incrustadas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (SPE). Esta
acumulacion prolongada de placa bacteriana es uno de los factores determinantes
para el desarrollo de caries dental.®2 En la caries dental, la sobreexposiciéon a
carbohidratos de la dieta y factores del huésped promueve la produccién de SPE
y metabolitos acidos, ademas de provocar la acumulacion de microorganismos

acidégenos y acidiricos en la superficie dental.®

Si no se elimina la biopelicula y contintda el consumo frecuente de azlcar, se
produce un estado de acidificacién prolongado y repetido, lo que altera el equilibrio
mineral homeostatico hacia la desmineralizacion del esmalte.’® Bacterias como
Streptococcus mutans y los lactobacilos se reconocen desde hace mucho tiempo

como patégenos asociados con el desarrollo de caries dental.'!



Como se ha mencionado, el mejoramiento de la salud oral influye positivamente
en la calidad de vida de las personas.'? Las bacterias orales estan
inseparablemente entrelazadas con enfermedades que afectaran a todos los
humanos en algiin momento de la vida como gingivitis, perodontitis y en el caso
de S. mutans con la caries dental.'® El tratamiento y la prevencién de estas
enfermedades se basan principalmente en la eliminacion mecanica de las
bacterias.'* A diferencia de la mayoria de las otras enfermedades mediadas por

bacterias, el tratamiento con antibiéticos por si solo puede no ser eficaz.!®

Una parte de los programas de control de caries incluyen el uso de agentes
guimioprofilacticos para controlar a las bacterias asociadas a la caries dental.®
Entre los diversos sistemas de administracion de antimicrobianos, se encuentran
los colutorios bucales que son capaces de prevenir la adhesion bacteriana, la
colonizacion y el metabolismo, imposibilitando la formacién de placa dental que

es un factor determinante en el inicio y progreso de la caries dental.1’ 18

Los colutorios son soluciones acuosas no estériles.'® Se usan para reducir las
bacterias orales, limpiar los restos de alimentos y mitigar la halitosis.?° Dado que
muchas personas no pueden eliminar la placa dental adecuadamente y el control
mecanico de la placa por si solo es insuficiente, se puede sugerir el control de la
placa quimica, mediante la aplicacién de colutorios.?* Algunas investigaciones
afirman que el uso de colutorios bucales como agentes antimicrobianos tienen un
buen potencial para reducir la carga de a S. mutans a nivel oral.??25> Ademas, son
utilizados como vehiculos seguros y eficaces de componentes terapéuticos en

todas las superficies accesibles en la boca.?®

Diversas investigaciones reportan que entre los distintos colutorios orales a los
cuales se les evalluo su capacidad antibacteriana, solo aquellos que tenian dentro
de su férmula clorhexidina, redujeron de forma mas persistente a S. mutans en
estudios a nivel in vitro.?” La clorhexidina es una bisguanida catiénica usada como
agente quimioprofilactico.?® Actlla generando la ruptura de la pared celular
bacteriana provocando la precipitacion del contenido citoplasmatico celular.?®
Aunque se usa como Gold Standard para comparar la actividad de otros agentes
antimicrobianos, presenta algunas desventajas como alterar la sensacién de

sabor, la sensibilidad, la mucosa y la lengua. Ademas, pigmenta los dientes de



color marrén y tiene un sabor desagradable.®® Esto ha conllevado a que se sigan
produciendo nuevos colutorios con otros principios activos que podrian estar

cumpliendo o no con la propiedad antibacteriana promocionada.

Vista la realidad problematica anterior, la presente investigacién se plantea la
siguiente interrogante; ¢ Cual es el efecto antibacteriano in vitro de tres colutorios

orales comerciales sobre Streptococcus mutans ATCC 251757

En el mercado peruano hay disponibles varias marcas comerciales de colutorios
bucales. Casi todos varian en sus formulaciones, precios y beneficios a nivel oral.
Pero si revisamos la bibliografia actual no en todos se ha evaluado y/o
comprobado su capacidad antibacteriana contra S. mutans responsable en gran
medida del desarrollo y progreso de la caries dental. EI adquirir un producto que
promocione su propiedad antibacteriana o antiplaca y no lo cumpla, seria atentar
contra la economia y la salud de los usuarios pues crearia en ellos una falsa
seguridad y estarian en riesgo no solo de desarrollar afecciones orales sino
complicaciones lo que incrementaria el costo de los tratamientos pues se tendria
gue recurrir a atencion especializada. De alli la importancia de corroborar las
propiedades de los colutorios de uso oral disponible en el mercado peruano y
principalmente su actividad antibacteriana para garantizar su uso eficiente y
seguro y de esta manera salvaguardar la salud oral y la economia de todos los
usuarios. Por ello, para responder el problema de investigacion planteado, la
presente investigaciéon tuvo como objetivo comparar el efecto antibacteriano in
vitro de tres colutorios orales comerciales sobre Streptococcus mutans ATCC
25175. El serd respondido mediante los siguientes objetivos especificos:
Determinar el efecto antibacteriano in vitro del colutorio oral vitis encias® sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175; determinar el efecto antibacteriano in vitro
del colutorio bucal dentodex® sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 y
determinar el efecto antibacteriano in vitro del colutorio bucal listerine® sobre de
Streptococcus mutans ATCC 25175.



MARCO TEORICO

Nardi, et al?? (2020) en ltalia, evaluaron la eficacia in vitro de un colutorio a base de
aceite de oliva ozonizado frente a Streptococcus mutans. Se probaron los
enjuagues comerciales lalozon Blu® (IB) con aceite de oliva ozonizado, y lalozon
Rose® (IR), con aceite de oliva ozonizado, &cido hialurénico y vitamina E. Se utilizd
la cepa CIP103220 de S. mutans. La susceptibilidad antimicrobiana se realizo
mediante el método de Kirby-Bauer. Los resultados mostraron que ambas
formulaciones mostraron la misma actividad antimicrobiana. El promedio del
diametro de la zona de inhibicién fue de 16,5 mm para IB y de 18 mm para IR.
Concluyeron que los colutorios formulados con aceite de oliva ozonizados lograron

inhibir a S. mutans.

Moein, et al*® (2020) en Brasil. Compararon el efecto antimicrobiano in vitro del
enjuague bucal de té verde Listerine sobre Streptococcus mutans con la de
clorhexidina (CHX) al 0,12% vy Listerine-Zero. La sensibilidad a los tres colutorios
seleccionados se evalué mediante la prueba de difusion en disco. Los resultados
mostraron diferencias significativas entre los tres grupos (p <0,001); clorhexidina al
0,12% fue el enjuague bucal mas eficaz, y Listerine-Zero mostroé el menor efecto
sobre la inhibicion del crecimiento de S. mutans (p <0,004). Concluyeron que los
tres enjuagues bucales inhibieron significativamente el crecimiento de S. mutans
siendo el efecto del enjuague bucal de té verde Listerine mayor que el de Listerine-

Zero pero menor que la clorhexidina al 0.12%.

Abu-Obaid, et al** (2019) en India. Compararon los efectos antimicrobianos in vitro
de diferentes enjuagues bucales contra Streptococcus mutans ATCC 25175. Los
enjuagues bucales evaluados fueron; uno a base de mezcla de hierbas, a base de
arandano, de digluconato de clorhexidina, de extracto de ardndano + digluconato
de clorhexidina, de digluconato de clorhexidina + alcohol (control positivo). La
evaluacion microbiolégica se realizd mediante la determinacion de la CMI, CMB y
zona de inhibicién. Los resultados mostraron que los enjuagues bucales de la
mezcla de hierbas, arandano, arandano rojo + clorhexidina, clorhexidina y
clorhexidina + alcohol mostraron zonas de inhibicidn significativamente
aumentadas en 36.38 mm, 36.25 mm, 26.13 mm, 17.75 mm y 12.38 mm,

respectivamente. El colutorio de clorhexidina + alcohol mostré6 una CMI y CMB



significativamente menor que los otros grupos. Concluyeron que el enjuague bucal
de la mezcla de hierbas y el de arandano podrian ser una alternativa natural efectiva

frente al enjuague bucal de clorhexidina con o sin alcohol para controlar S. mutans.

Malvania, et al*® (2019) en India. Tuvo como objetivo determinar la actividad
antibacteriana del extracto de raiz de regaliz sobre Streptococcus mutans en
comparacion con un enjuague bucal con clorhexidina y fluoruro. La inhibicion
antibacteriana del extracto se determind por el método de la zanja de agar. La
concentracion inhibitoria minima (MIC) se obtuvo utilizando el método de dilucion
en caldo y de dilucién en agar. Los enjuagues bucales de clorhexidina y fluoruro
fueron utilizados como control positivo. La zona media de inhibicion del enjuague
bucal con clorhexidina, enjuague bucal con flior, extractos de raiz de regaliz acuoso
y etandlico contra S. mutans fue de 23 mm, 14,2 mm, 15,8 mm y 22,4 mm,
respectivamente. Concluyeron que el efecto antibacteriano producido por el
extracto etandlico de raiz de regaliz en S. mutans fue comparable al enjuague bucal

con clorhexidina.

Elgamily, et al®' (2018) en Egipto. Su objetivo fue evaluar la eficacia antibacteriana
in vitro del enjuague bucal de base experimental probidtica contra Streptococcus
mutans. Se evaluaron tres enjuagues bucales, uno formulado a base de una
formulacién general, otro que incluia los aditivos probiotico-zamzam y un tercero de
marca comercial con hexitol como principio activo contra S. mutans. La actividad
antibacteriana se determiné mediante el método de difusion en pozos. Reportaron
gue la cepa probidtica exhibié valores de zonas de inhibicion promedio mas altos
gue el agua de zamzam contra S. mutans. Con respecto a las zonas de inhibicién
para los tres enjuagues probados, el enjuague bucal experimental mostré un
aumento significativo en la zona de inhibicion en comparacion al enjuague bucal
comercial. Concluyeron que el enjuague bucal experimental probiético-zamzam fue
eficaz en la reduccion de S. mutans por lo que podria considerarse un ingrediente

prebiotico con potencial valor terapéutico.

Dadpe, et al®2 (2018) en India. Su objetivo fue determinar la eficacia antibacteriana
de diferentes concentraciones del aceite de Trachyspermum ammi contra cinco
bacterias orales. El control positivo fue el colutorio clorhexidina y las cepas

evaluadas fueron Streptococcus mutans MTCC 497, Streptococcus oralis MTCC



2696, Lactobacillus acidophilus MTCC 10307, Lactobacillus fermentum MTCC 903
y Candida albicans MTC 183. La actividad antibacteriana se evaluo por el método
de difusion en disco. Sus resultados mostraron que el aceite de T. ammi inhibe
moderadamente el crecimiento bacteriano con halos promedios de inhibicion de
18.60 + 0.65 (250 pg/ml), 11.60 + 1.14 (125 ug/ml), 14.10 £ 0.55 (250 pg/ml), 11.50
+ 0.61 (125 pg/ml) y 15.10 = 0.74 mm (250 ug/ml) respectivamente. Establecieron
gue la CMI y la CMB del aceite fueron mas altos que los del gluconato de
clorhexidina siendo esta diferencia estadisticamente significativa. Concluyeron que
T. ammi puede ser utilizado como un agente terapéutico potencial antiplaca,

natural, no toxico y econémico.

Shafig, et al®*®* (2018) en Pakistan. Evaluaron los efectos de varios enjuagues
bucales disponibles en Pakistdn, contra patégenos orales. Su actividad
antibacteriana se determindé mediante ensayos de difusion en pozos de agar y de
concentracion minima inhibitoria (MIC). De los 10 enjuagues bucales seleccionados
gue contenian como agentes antimicrobianos a clorhidrato de bencidamina,
gluconato de clorhexidina, cloruro de cetilpiridinio, triclosdn y peréxido de
hidrégeno, tres lograron inhibir completamente a los patdgenos seleccionados
dentro de los que se incluye a Streptococcus mutans y tres lo hicieron
moderadamente. Los otros cuatro productos orales mostraron menor actividad
inhibidora frente a los patégenos orales. Concluyeron que diversas formulaciones
son responsables de diferentes actividades antimicrobianas por lo que deberian

profundizarse los estudios en este campo.

Haghgoo, et al** (2017) en Irdn. Su objetivo fue comparar los efectos
antibacterianos de diferentes concentraciones de extracto de Cyperus rotundus y
enjuague bucal de clorhexidina (CHX) al 0,2% en S. mutans y Lactobacillus
acidophilus. La efectividad antibacteriana se evalué con el método de difusién en
disco. Reportaron que la zona de inhibicion se incrementé de manera dosis-
dependiente pero menor que la clorhexidina. Concluyeron que el extracto de C.
rotundus tuvo efecto antibacteriano de tipo bactericida y bacteriostatico sobre S.

mutans y L. acidophilus pero menor que el efecto producido por la clorhexidina.

George, et al®® (2017) en India. Su objetivo fue determinar la eficacia antibacteriana

in vitro de extractos acuosos y etandlicos de té verde, té negro y té oolong contra



S. mutans en comparacién con clorhexidina al 0,2%. Para la comparacion se utilizé
clorhexidina al 0,2% disponible comercialmente como enjuague bucal. La actividad
antimicrobiana se determiné mediante el método de difusién de pozos de agar. La
media de los halos de inhibicion de los extractos acuosos y etandlicos de té verde,
té negro, té oolong y clorhexidina result6 ser de 16,33 (14) mm, 10,33 (9) mm, 19,66
(20,66) mmy 22 (22) mm respectivamente. Concluyeron que el efecto inhibidor de

la clorhexidina es casi similar al del extracto acuoso y etandlico del té oolong.

Midller, et al®® (2017) en Austria. Evaluaron in vitro la citotoxicidad y actividad
antimicrobiana de los enjuagues bucales. Se examinaron doce enjuagues bucales
con respecto a su actividad antimicrobiana y citotoxica. La actividad antimicrobiana
se evaluo frente a cinco cepas bacterianas mediante difusion por disco. Reportaron
gue los enjuagues bucales que contienen 0,2% de clorhexidina y cocamidopropil
betaina mostraron una fuerte actividad antimicrobiana. Los enjuagues bucales que
contenian cloruro de cetilpiridinio mostraron actividad antimicrobiana moderada.
Concluyeron que a nivel in vitro los enjuagues bucales tienen efectos
antimicrobianos heterogéneos y que segun sus respectivas propiedades podrian

ser elegidos para reducir la carga microbiana o con fines cosmeéticos.

Pathan, et al*” (2017) en India. Su objetivo fue evaluar el efecto antimicrobiano del
enjuague bucal a base de hierbas y el enjuague bucal de clorhexidina (CHX) en
microorganismos seleccionados en una prueba in vitro y un modelo ex vivo. El
efecto antimicrobiano se determind frente a cepas estandar de Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguinis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas, Pseudomonas aeruginosa y Fusobacterium nucleatum. Las
pruebas in vitro incluyeron la determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) mediante dilucién en caldo y difusién en agar. Reportaron que la CIM no
mostro diferencias estadisticamente significativas entre los enjuagues bucales. El
método de dilucion en agar mostr6 que la clorhexidina fue mas eficaz en
comparacion con el enjuague bucal a base de hierbas contra las cepas evaluadas.
Concluyeron que la clorhexidina mostré niveles mas altos de accion antimicrobiana

gue el enjuague bucal a base de hierbas contra especies bacterianas.

Sudheer, et al*®® (2017) en la India. Evaluaron la actividad antimicrobiana de

colutorios con; timol, clorhexidina, clorhexidina + triclosan, cloruro de cetilpiridinio,



Belleric myrobalan, povidona yodada; contra Staphylococcus aureus vy
Streptococcus mutans. Los colutorios se probaron en cuatro concentraciones
diferentes 1:4 (25%), 1:1 (50%), 3:4 (75%) y al (100%). La actividad antimicrobiana
se determind mediante el método de difusion de pozos de agar. Los resultados
mostraron que la clorhexidina + triclosan fue el enjuague bucal mas eficaz contra
S. aureus con halos de inhibicion en el rango de 30 mm a 35,33 mm y contra S.
mutans con halos de inhibicion en el rango de 19 mm a 27,5 mm, seguido de cloruro
de cetilpiridinio, clorhexidina, timol, myrobalan Belleric. La povidona yodada no
mostrd actividad antimicrobiana. Concluyeron que el colutorio con clorhexidina +

triclosdn muestra una excelente actividad antimicrobiana.

Luls, et al*® (2016) en Portugal. El objetivo fue determinar la actividad antibacteriana
de un aceite esencial y un enjuague bucal de delmopinol sobre Streptococcus
mutans, Lactobacillus y bacterias inespecificas de la placa dental aerdbica y
anaerobica. Las bacterias fueron aisladas a partir de placa bacteriana. La
capacidad antibacteriana de los enjuagues bucales y del control positivo
(clorhexidina al 0,2%) se determin6 mediante la prueba de difusion en disco.
Reportaron que la CMI del enjuague preparado era inferior que las concentraciones
comerciales de aceites esenciales y enjuagues bucales de delmopinol.
Establecieron que el delmopinol tiene propiedades antibacterianas significativas in
vitro sobre bacterias aerobias pero no significativas contra S. mutans. Concluyeron
gue el efecto antibacteriano mostrado por la clorhexidina y los aceites esenciales
es estadisticamente similar y mejor que el mostrado por delmopinol frente a

bacterias aerobias.

Mruthyuenjaya, et al*® (2016) en India. Su objetivo fue determinar la eficacia
antimicrobiana in vitro de diferentes enjuagues bucales contra los patégenos orales.
Evaluaron un total de siete enjuagues bucales para determinar su actividad
antimicrobiana contra Streptococcus mutans MTCC 890, Escherichia coli ATCC
25922 y Candida albicans ATCC 10231 mediante el ensayo de difusion en agar.
Reportaron como resultados que el enjuague bucal con gluconato de clorhexidina
y triclosdn como ingredientes principales mostré una zona maxima de inhibicion (P
= 0,003) contra S. mutans y E. coli a una dilucién 1:16 y el enjuague bucal con

gluconato de clorhexidina y cloruro de zinc mostré una zona maxima de inhibicion



en 1:16 dilucion contra C. albicans entre los siete enjuagues bucales estudiados.
También observaron que la zona de inhibicién de todos los enjuagues bucales
disminuy6 con el aumento de la dilucién. Concluyeron que los enjuagues bucales

de clorhexidina combinado con otros principios activos son mas efectivos.

Actualmente existen una variedad de enfermedades orales que afectan a la
poblacién mundial.4! Las circunstancias en que viven las personas y su nivel de
acceso a ciertos recursos y oportunidades también juegan un papel importante en
el desarrollo de la enfermedad oral.#? Si estas enfermedades no son controladas
afectan negativamente la boca con consecuencias a nivel de todo el cuerpo.
Diversas investigaciones han dado cuenta de la implicancia de Las enfermedades
orales en otros aspectos de la vida, incluidas las relaciones personales, la

autoconfianza, el rendimiento escolar y laboral.*®

La caries dental es considerada la enfermedad humana crénica transmisible mas
prevalente en el planeta tierra y un importante problema de salud global.** La caries
dental es generalizada debido a la gran ingesta de carbohidratos fermentables, la
falta de estrategias preventivas efectivas y el acceso limitado a la atencién médica
oral adecuada en muchas partes del mundo.*® Esta enfermedad se produce por la
interaccion entre los microorganismos de la placa dental dentro de los que destaca
Streptococcus mutans y los restos de carbohidratos presentes en la dieta y cuyos
productos de su metabolismo — los acidos — con el tiempo desintegran el esmalte

de la superficie dental.*®

A pesar del progreso cientifico en la practica de la odontologia, la caries dental ain
persiste como la enfermedad bucal mas comun del ser humano.#’ Las estimaciones
de prevalencia de la caries dental la sitan en un rango que va desde el 60% hasta
el 98% dependiendo del pais.*® Los costos humanos debido a edentulismo y
econdémicos de esta enfermedad aun siguen siendo problemas que los sistemas de

salud en el mundo no logran resolver.*®

Mientras que la prevalencia de caries esta disminuyendo en general en el mundo
desarrollado debido a la creciente conciencia de las fuentes de alimentos
cariogénicos y la mejora general en la higiene bucal y los sistemas de prestacion

de atencion dental, en los paises en vias de desarrollo se esta incrementando



principalmente debido a la disponibilidad facil y barata de carbohidratos

fermentables.°

Los principales determinantes etiolégicos de la caries dental, encontramos los
asociados al huésped como son el diente y la saliva, la dieta, principalmente la
ingesta de carbohidratos fermentables y los microorganismos de la placa dental
donde destacan la especie Streptococcus mutans y los géneros Lactobacillus spp
y Actinomyces spp. Se conoce que los microorganismos denominados cariogénicos
producen glucano insoluble en agua a partir de sacarosa, que, ademas de facilitar
la adhesion microbiana a la superficie dental, sirve como fuente nutricional y matriz

para un mayor desarrollo de la placa.!

Streptococcus mutans, como su nombre lo dice, son un conjunto de bacterias con
forma de coco que tienden a agruparse formando cadenas. Son gram positivos,
catalasa negativos y anaerobios facultativos. Presentan metabolismo fermentativo
cuyo producto final es principalmente &cido lactico. Crecen artificialmente en
medios enriquecidos a una temperatura optima de 36 °C. Existen muchos reportes
sobre el papel de S. mutans en el inicio y progreso de la caries dental. Existe una
correlacion positiva entre la progresion de lesiones cariosas y los recuentos de S.
mutans en saliva y a menudo pueden aislarse de la superficie del diente

inmediatamente antes del desarrollo de la caries.?2

Distintas investigaciones se vienen realizando desde hace varios afios con la
finalidad de dar solucién a la problematica de la salud oral que radica principalmente
en el control de la placa dental de forma general y de manera particular en el control
de los principales microoganismos involucrados en su desarrollo. Es asi que a
finales del siglo XIX se desarrollaron los primeros colutorios orales.53 Un colutorio
es un producto acuoso que puede contener componentes activos farmacoldgicos
entre otros componentes que contribuyen con la obtenciébn de una completa
higiene, una reduccidn eficiente de la placa dental y proporcionar el maximo frescor
finalizada la higiene oral cotidiana. El uso de enjuagues bucales antimicrobianos
cumple una importante funcion en la conservacion de la higiene bucal,

principalmente al reducir el nimero de microorganismos de la placa dental.>*

Entre los colutorios disponibles encontramos a la clorhexidina que es eficaz en la

reduccion de placas dentales y microorganismos patdégenos, incluido S. mutans. El
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mecanismo de accién de la clorhexidina incluye interacciones con componentes
celulares externos y la membrana citoplasmatica, induciendo la fuga de
componentes intracelulares e interacciones con componentes citoplasmaticos. El
dafio a las capas celulares externas por si solo es insuficiente para inducir la muerte

celular.%®

Otro colutorio de uso frecuente, generalmente recomendado como parte del
régimen de higiene bucal en el hogar, es Listerine®. Estudios anteriores han
encontrado que Listerine es un enjuague bucal eficaz en la reduccion de placas
dentales y recuentos bacterianos orales. Si bien no es un reemplazo del cepillado
diario y el uso de hilo dental, los colutorios bucales pueden ser una adicion til a la
rutina diaria de higiene bucal para algunas personas debido a su facilidad para

llegar a areas a las que no se puede acceder facilmente con un cepillo de dientes.>®

Los colutorios bucales se clasifican de forma general en; cosméticos y terapéuticos.
El enjuague bucal cosmético puede controlar la halitosis por periodos cortos de
tiempo dejando un sabor agradable, pero no tiene una aplicacion quimica o
biol6gica mas alla de su beneficio temporal. Entonces, si un producto no mata las
bacterias asociadas con el mal aliento, entonces su beneficio se considera
Unicamente cosmeético. El enjuague bucal terapéutico, por el contrario, tiene
ingredientes activos destinados a ayudar a controlar o reducir afecciones como mal
aliento, gingivitis, placa y caries. Los ingredientes activos que pueden usarse en
enjuagues bucales terapéuticos incluyen: cloruro de cetilpiridinio; clorhexidina,;
aceites esenciales; fluoruro y perdxido. Se agrega cloruro de cetilpiridinio para
reducir el mal aliento. La clorhexidina y los aceites esenciales se incorporan para
ayudar a controlar la placa y la gingivitis. El fluoruro es un agente que ayuda a
prevenir la descomposicion. El perdxido esta presente en varios enjuagues bucales

blanqueadores.57-60

Los colutorios Terapéuticos ademas de refrescar el aliento y enmascarar la halitosis
como lo hacen los enjuagues bucales cosméticos, estan formulados con
ingredientes activos que ayudan a prevenir o tratar afecciones especificas de salud
bucal. Disponible sin receta médica o con receta médica, se ha demostrado que los
enjuagues orales terapéuticos ayudan a prevenir las caries, la xerostomia y la placa

dental. Los dentistas a menudo prescriben enjuagues orales terapéuticos a
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pacientes que tienen problemas de salud bucal, y también se recomiendan para
personas que no pueden cepillarse debido a impedimentos fisicos o razones

médicas.b!

Dependiendo de la condicién de salud oral especifica que se esta abordando, los
componentes en los enjuagues orales terapéuticos pueden incluir: Antimicrobianos
como el cloruro de cetilpiridinio, clorhexidina y compuestos fendlicos, que reducen
la proporcion bacteriana oral para ayudar a controlar la halitosis, reducir la placa y
la gingivitis.®? El compuesto cuaternario cloruro de cetilpiridinio (CPC) es un agente
tensioactivo cationico y tiene un amplio espectro antimicrobiano, con una rapida
destruccién de los patégenos grampositivos y la levadura en particular. Se sugiere
gue la interaccion con las bacterias se produce por la alteracion de la funcion de la
membrana, la fuga de material citoplasmaético y, en ultima instancia, el colapso del

equilibrio intracelular. 3

Por su parte el gluconato de clorhexidina es un compuesto de biguanida que se usa
como agente antiséptico con actividad antibacteriana tépica. Es una molécula
cargada positivamente y reacciona con la superficie celular microbiana cargada
negativamente, destruyendo asi la integridad de la membrana celular.
Posteriormente, el gluconato de clorhexidina penetra en la célula y provoca una
fuga de componentes intracelulares que conduce a la muerte celular. Dado que las
bacterias gram positivas tienen una carga mas negativa, son mas sensibles a este

agente.>

Compuestos astringentes; como el &cido citrico y cloruro de zinc, que proporcionan
un sabor agradable y constrifien los tejidos orales para crear una capa protectora
de tejido firme entre las capas inferiores de tejido y los elementos. Agentes anti-
sarro, como el citrato de zinc, que reducen la acumulacion de sarro (la acumulacién
pegajosa de saliva, alimentos y bacterias que se adhiere a los dientes). Nutrientes
micelizados: como la vitamina A micelizada, vitamina E y betacaroteno, nutrientes
gue han sufrido cambios celulares, lo que resulta en una absorcion mas rapida a
través de las membranas celulares para aumentar la efectividad general de un
producto. Agentes analgésicos Como las Anodinas, que alivian el dolor y los
agentes amortiguadores, que pueden aliviar el dolor de los tejidos blandos, reducir

la acidez y disolver la acumulacién de pelicula en el revestimiento de la boca.%
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Otros componentes incluyen cloruro de cetlyperadium como agente antibacteriano
para ayudar a controlar las bacterias anaerobias, un tipo de bacteria que no vive ni
crece en un ambiente que contiene oxigeno, en la boca. Fluoruro, que fortalece los
dientes y previene la caries dental. Hexetidina, que ayuda a aliviar las encias
irritadas y sangrantes. El xilitol, un sustituto natural del azucar, que ha demostrado

reducir la caries dental e incluso revertir la caries dental existente.®°

El cirujano dentista puede sugerir el uso de un enjuague bucal sin alcohol si usa
prétesis o presenta xerostomia, pues esta condicién puede agravar los problemas
asociados con la retencion y la alimentacion de quienes usan proétesis, asi como
contribuir a la caries dental en pacientes con dientes. Por lo tanto, el uso de
enjuagues orales sin alcohol también es util para pacientes con dientes. Los
enjuagues orales terapéuticos sirven como una medida adicional, utii como

complemento, pero no esencial en la higiene y salud oral. 66

Como se ha observado, el uso de enjuagues bucales es un complemento
importante de otros procedimientos destinados a mantener una correcta higiene
bucal. Se ha reportado que diversos enjuagues no solo presentan propiedades
antibacterianas y antifingicas®” 8, sino que también se les atribuye capacidad

antiprotozoaria sobre Trichomonas tenax y Entamoeba gingivalis.®®

METODOLOGIA
3.1. Tipoy disefio de investigacion

Investigacion cuantitativa por que los resultados obtenidos a partir de las
mediciones seran datos numéricos que seran analizados estadisticamente

para contrastar la hipétesis.’®
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3.2.

3.3.

Sera de disefio experimental verdadero con post prueba Unicamente y grupo
control. Prospectivo, porque el fendmeno estudiado aun no ha ocurrido. Por
tanto, los datos son recolectados en el presente. Transversal porque el
fendbmeno serd estudiado por Unica vez en un solo momento y en su

totalidad.’*
Variables y operacionalizacion
Variable independiente: Colutorios orales comerciales

Definicibn conceptual: Producto terapéutico en formulacién acuosa
generalmente viscosa empleado de forma tépica para el tratamiento de

enfermedades orales.’?

Definicion operacional: Colutorios orales en su presentacion comercial de

vitis encias®, dentodex® vy listerine®.
Variable dependiente: Efecto antibacteriano

Definicion conceptual: Capacidad que presentan algunas sustancias
guimicas o bioldgicas de impedir el desarrollo de bacterias de forma temporal

(efecto bacteriostatico) o permanente (efecto bactericida).”

Definicion operacional: Diametro en mm de halos de inhibicion del
crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175 por accién de los

colutorios orales.
Poblacién, muestra'y muestreo

La poblacion estuvo constituida por una cepa estandar Streptococcus
mutans ATCC 25175 y los colutorios vitis encias® con principio activo es
Cloruro de Cetilpiridinio 0.05%, dentodex® con principio activo Gluconato de

clorhexidina 0.12% vy listerine® con principio activo Eucaliptol 0.09 g.

La muestra en investigaciones experimentales se traduce al célculo de

unidades de ensayo (Anexo 3).

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccidn de datos
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3.5.

Los métodos para la evaluacion del efecto antibacteriano de tres colutorios
orales comerciales frente a Streptococcus mutans fueron los recomendados
por el Clinical anda laboratory estandar institute (CLSI). Para la
estandarizacion del indculo bacteria se utilizé el método espectrofotométrico.
La siembra del indculo bacteriano en las placas servidas con los medios de
cultivo se realizé por el método de dispersion en superficie con hisopo. La
evaluacion del efecto antibacteriano de los colutorios se efectud por el método

de difusién en pocillo o pozo de agar.”™

Procedimientos
Adquisicidn de colutorios orales comerciales:

Los colutorios orales comerciales fueron adquiridos en farmacias de la ciudad
de Lima mediante su marca comercial, y fueron los siguientes: vitis encias®,
dentodex® y listerine®. Durante su compra se verifico su fecha de vencimiento
y las condiciones del empaque. Después de adquirirlos fueron preservados
sellados y en un lugar limpio antes de su transporte al laboratorio para su

procesamiento.

Adquisicién y preparacion de medios de cultivo:

Los medios de cultivo utilizados en la presente investigacion fueron de la
marca MERCK®. Se adquirieron de la empresa Merck Peruana S.A. ubicado
en Av. Los Frutales 220, Distrito de Ate, Lima-Per(. Se utiliz6 Caldo soya
tripticasa para la reactivacion de la cepa liofilizada de S. mutans ATCC 25175
y para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se empled el medio Agar
Mitis Salivarius bacitracina (Himedia®). Las preparaciones de los medios de
cultivo se realizaron segun las especificaciones del fabricante disponibles en
el envase. Fueron hidratados con agua destilada y luego esterilizado en
autoclave. Una vez enfriado fue servido en placas de plastico estériles y

preservadas en refrigeracion hasta el momento de su utilizacion.
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Adquisicién y reactivacion de la cepa de S. mutans ATCC 25175

La cepa certificada de S. mutans ATCC 25175 se adquirid de la empresa
Genlab® en estado liofilizado por lo que fue necesaria su reactivacion. Esta
se llevé acabo en medio liquido soya tripticasa (Merck®). Primero se retirard
el vial del empaque de almacenamiento y se colocé sobre una gradilla a
temperatura ambiente. Se destapo el empaque y se le incorporé el medio de
cultivo liquido preparado previamente y a temperatura ambiente. Se llevo a
incubacion por 14 horas a 36.5°C en condicion de aerobiosis. Después del
tiempo de incubacién se sembrd con un asa bacteriol6gica estéril una alicuota
en una placa con agar mitis salivarius bacitracina por la técnica de estria en
cuatro cuadrantes. La placa fue incubada durante 24 horas en las mismas

condiciones que el caldo de reactivacion.

Estandarizacion del in6culo de S. mutans

A partir de las unidades formadoras de colonias (UFC) que desarrollaron en
la placa donde fue sembrada la bacteria reactivada se prepararon dos
suspensiones bacterianas en solucion salina fisiolégica estéril para
estandarizar el inéculo bacteriano a la concentraciéon de 1,5 x 108 UFC/mL (05
del nefeldmetro de McFarland). Este proceso se realizd en un
espectrofotometro marca UNICO a una longitud de onda de 625 nm y en
condiciones de esterilidad. La absorbancia fue estandarizada a 0,09. Una vez
preparado y estandarizado el indculo fue utilizado en los siguientes 15 minutos

como recomienda el método.’*

Evaluacién del efecto antibacteriano por el método de difusion en pocillo

Las placas petri servidas previamente con agar mitis salivarius bacitracina y
solidificadas se dejaron a temperatura ambiente antes de su utilizacion. Una
vez listas las placas fueron rotuladas con los datos de los grupos
experimentales correspondientes para evitar errores durante los ensayos.

Inmediatamente después se realizé la siembra del inéculo por dispersion en
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3.6.

3.7.

superficie con hisopo estéril. Posteriormente se realizaron los pocillos con un
sacabocado estéril con un diametro de 6 mm. La cantidad de pocillos por placa
fue de tres que corresponden a un grupo experimental (colutorio), el control
positivo (Gluconato de clorhexidina 0,12%) y un control negativo solucion
salina fisiolégica estéril. A cada pocillo se le incorporé 100 pL de cada
sustancia a evaluar con ayuda de una micropipeta de rango variable. Una vez
culminada la inoculacion y la incorporacion de las sustancias antimicrobianas,
las placas fueron colocadas invertidas en la estufa microbioldgica a 36 °C
durante 24 horas para su posterior lectura de resultados. Los resultados se
obtuvieron a partir de la medicion de los halos de inhibicion formados
alrededor de los pocillos de los colutorios orales comerciales evaluados. La
medicion se realiz6 con un vernier calibrador universal mecénico de la marca
“Starrett”.

Método de analisis de datos

Los resultados obtenidos fueron tabulados en el programa Excel y analizados
en el paquete estadistico Spss v.26. Se obtuvieron datos promedios y la
desviacion estandar. Para determinar la normalidad de los datos se ejecuto la
prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. A los datos normales se
realiz6 andlisis paramétrico con ANOVA unidireccional. La comparacion de las
medias de los resultados y su significacion estadistica fue determinada

mediante andlisis post hoc de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

Aspectos éticos

En la presente investigacion se respetaron las normas establecidas en los
manuales de bioseguridad del laboratorio de Microbiologia y Laboratorio
clinico de la Universidad César Vallejo, filial Piura. Asi mismo se realizé una
correcta eliminacion de residuos solidos y liquidos biocontaminados para
evitar el riesgo de exposicion de otras personas segun las recomendaciones

de la organizacion mundial de la salud (OMS) y del Ministerio de Salud
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(MINSA). Para ellos todo material o residuo contaminado fue esterilizado en

autoclave antes de su eliminacion.”s: 76

RESULTADOS

Tabla 1. Comparacién del efecto antibacteriano in vitro de tres colutorios bucales

comerciales y un control positivo sobre S. mutans ATCC 25175.

(I) Colutorios (J) Colutorios Diferencia de Desv. Sig.
orales comerciales orales comerciales medias (I-J) Error

Clorhexidina Vitis encias® 3,35000" 0,25209 0,000

0,12% Dentodex® 1,80000°  0,25209 0,000

Listerine® 2,05000° 0,25209 0,000

Vitis encias® Clorhexidina -3,35000" 0,25209 0,000
0,12%

Dentodex® -1,46000" 0,25209 0,000

Listerine® -1,30000° 0,25209 0,000

Dentodex® Clorhexidina -1,89000" 0,25209 0,000
0,12%

Vitis encias® 1,46000° 0,25209 0,000

Listerine® ,16000 0,25209 0,920

Listerine® Clorhexidina -2,05000° 0,25209 0,000
0,12%
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Vitis encias® 1,30000° 0,25209 0,000
Dentodex® -,16000 0,25209 0,920

Fuente: Analisis estadistico de datos

En la tabla 1 muestra la comparacion del efecto antibacterianos de 3 colutorios
bucales y un control positivo clorhexidina 0,12% sobre S. mutans ATCC 25175
mediante la prueba de Tukey. Se observa que no existe diferencia significativa entre
los colutorios Listerine® y Dentodex®, lo que indicaria que ambos presentan el
mismo efecto antibacteriano. Sin embargo, si existe diferencia estadisticamente
significativa de todos los colutorios evaluados, respecto al control positivo
(p<0.005).

Figura 1. Comparacion del efecto antibacteriano in vitro de tres colutorios bucales
comerciales y un control positivo gluconato de clorhexidina 0.12% sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175.

mm

16,00

15,00

14,00

13,00

Media de Halos de inhibicién colutorios

12,00

Clorhexidina 0,12% Vitis encias® Dentodex® Listerine®

Colutorios orales comerciales
19



Fuente: Analisis de datos.

La Figura 1 muestra la grafica de comparacion de medias de los halos de inhibicion
en mm de los colutorios bucales evaluados sobre sobre S. mutans ATCC 25175.
Se aprecia que el control positivo Clorhexidina al 0,12% formd el mayor halo de
inhibicion (15,5+0,54 mm), seguido del colutorio Dentodex® (13,61+0,57) y
Listerine® (13,45+0,45) que presentan estadisticamente el mismo efecto (p>0.005).
Se observa que el colutorio Vitis encias® fue el que presentd menor efecto

antibacteriano con halo de inhibicion promedio de 12.15+0,68 mm.

Figura 2. Efecto antibacteriano in vitro del colutorio bucal comercial Vitis encias® y
del control positivo gluconato de clorhexidina 0,12% sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175.
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Fuente. Base de datos.

La Figura 2 muestra el efecto antibacteriano del colutorio bucal comercial Vitis
encias® comparado con el control positivo gluconato de clorhexidina 0,12%
expresado mediante la media del didmetro de las zonas de inhibicion. Se aprecia
gue la zona de inhibicion promedio del colutorio Vitis encias® fue de 12,15 mm

menor al alcanzado por el control positivo que fue 15,50 mm.

Figura 3. Efecto antibacteriano in vitro del colutorio bucal comercial Dentodex® y
del control positivo gluconato de clorhexidina 0,12% sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175.
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Fuente. Base de datos.

La Figura 3 muestra el efecto antibacteriano del colutorio bucal comercial
Dentodex® comparado con el control positivo gluconato de clorhexidina 0,12%
expresado mediante la media del diametro de las zonas de inhibicion. Se aprecia
gue la zona de inhibicién promedio del colutorio Dentodex® fue de 13,61 mm pero

no logré superar al alcanzado por el control positivo que fue 15,50 mm.

Figura 4. Efecto antibacteriano in vitro del colutorio bucal comercial Listerine® y del
control positivo gluconato de clorhexidina 0,12% sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175.
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Fuente. Base de datos.

La Figura 4 muestra el efecto antibacteriano del colutorio bucal comercial Listerine®
comparado con el control positivo gluconato de clorhexidina 0,12% expresado
mediante la media del diAmetro de las zonas de inhibicién. Se aprecia que la zona
de inhibiciébn promedio del colutorio Listerine® fue de 13,45 mm pero no logré

superar al alcanzado por el control positivo que fue 15,50 mm.

DISCUSION

En la presente investigacion se evaluo el efecto antibacteriano de tres colutorios
orales comerciales frente a una cepa estandar de Streptococcus mutans ATCC
25175 mediante el método de difusion en pozo de agar. Este método permite la
medicion de zonas de inhibicion alrededor del pozo que viene a ser el area de
difusion de los antimicrobianos que para la presente investigacion fueron los
colutorios Vitis encias®, Dentodex®, Listerine® y un control positivo Gluconato
de clorhexidina 0,12%. EI didmetro promedio de los halos de inhibicion
reportados fueron; para Vitis encias® 12,15+0,68 mm, para Dentodex®
13,61+0,57, para Listerine® 13,45+0,45 y para clorhexidina (Control positivo) fue
15,50+0,54 mm. El analisis estadistico pos-hoc de Tukey mostré que no existe
diferencia estadisticamente significativa (p> 0,05) entre el efecto antibacteriano
de los colutorios Dentodex® y Listerine® por tanto tenian el mismo efecto. Sin
embargo si hubo diferencia estadisticamente significativa entre los tres colutorios
cuando se compararon con el control positivo Gluconato de clorhexidina 0,12%
pero ninguno de los efectos antibacteriano logrados por los tres colutorios logro
igualar o superar el efecto producido por la clorhexidina.
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Se ha establecido que la concentracion minima bactericida (CMB) de la
clorhexidina es 128 pg/mL’” lo cual es equivalente a 0,128 mg/mL y dicha
concentraciéon es ampliamente superada por el 0,12% (Equivalente a 1200
mg/mL) del producto evaluado como control positivo. Es por ello que se tomo
como patron que el efecto antibacteriano alcanzado por la clorhexidina al 0,12%
correspondia a un efecto bactericida. En ese sentido, Nardi, et al??, evaluaron la
eficacia in vitro de los comerciales lalozon Blu® (IB) con aceite de oliva
ozonizado, y lalozon Rose® (IR), con aceite de oliva ozonizado, acido hialurénico
y vitamina E. Reportaron que ambas formulaciones mostraron la misma actividad
antimicrobiana contra S. mutans, con halos de inhibicién promedio de 16,5 mm
para IB y de 18 mm para IR. Estos resultados permiten enunciar que la
incorporacion de una sustancia antimicrobiana adicional a la formulacion de los
colutorios orales no siempre garantiza el incremento del potencial antimicrobiano
pues como podemos ver, los promedios de halos de inhibicién reportados por
Nardi et al, no son muy diferentes a los encontrados en la presente investigacion,
aun cuando estos preparados tenian aceites esenciales y ozono, dos sustancias

antimicrobianas conocidas ampliamente.

Por otra parte, Moein, et al>> compararon el efecto antimicrobiano in vitro de un
colutorio de té verde y Listerine sobre S. mutans con el de clorhexidina al 0,12%
y Listerine-Zero. Reportaron que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los tres grupos (p <0,001); asi mismo establecieron que los
tres colutorios bucales inhibieron significativamente el crecimiento de S. mutans
sin embargo, la clorhexidina al 0,12% fue el colutorio mas eficaz (p<0,004) y su
efecto supero a las otras dos preparaciones. Estos resultados se relacionan con
los obtenidos en la presente investigacion, pues también se reporta que el mayor
efecto antibacteriano fue ocasionado por la Clorhexidina y a pesar que los tres
colutorios evaluados mostraron efectividad antibacteriana no lograron superar el
efecto del control positivo. Esta semejanza en los resultados se fundamentaria
en que los componentes antibacterianos presentes en los colutorios evaluados
por Moein, et al?® fueron ingredientes de dos de los colutorios evaluados en el

presente estudio.
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Al respecto, Abu-Obaid, et al’*, compararon los efectos antimicrobianos in vitro
de enjuagues bucales a base de mezcla de hierbas, a base de arandano, de
digluconato de clorhexidina, de extracto de arandano + digluconato de
clorhexidina, de digluconato de clorhexidina + alcohol utilizado como control
positivo contra S. mutans ATCC 25175. Reportando que los enjuagues bucales
de la mezcla de hierbas genero una halo promedio de inhibicion de 36.38 mm,
el colutorio de ardndano formé un halo de 36.25 mm, el colutorio de ardndano
rojo + clorhexidina un halo de 26.13 mm, la clorhexidina un halo de inhibicion
promedio de 17.75 mm y finalmente el control positivo un halo de inhibicion de
12.38 mm. Estos resultados difieren de los obtenidos en la presente investigacion
si comparamos los diametros de halos de inhibicién con los alcanzados por los
colutorios evaluados en el presente estudio, aun asi, nos permite entender que
el efecto antibacteriano de la clorhexidina expresado en diametro de halos de
inhibicion es relativamente constante pues su valor fue cercano al obtenido en el
presente estudio (15.50 mm). Como se puede apreciar también, los extractos
vegetales provenientes de plantas con potencial antibacteriano logran potenciar
el efecto de la clorhexidina y seria una alternativa a futuro a ser considerada mas

constantemente en la produccion de colutorios y otros productos de uso bucal.

Precisamente al respecto, Malvania, et al*® determinaron la actividad
antibacteriana del extracto de raiz de regaliz sobre S. mutans en comparacion
con un colutorio bucal con clorhexidina y fluoruro, considerando a estos ultimos
como controles positivos. Reportaron que el colutorio bucal con clorhexidina
generd halos promedios de inhibicion de 23 mm, el colutorio con flior halos de
inhibicién de 14,2 mm, el extracto acuoso de raiz de regaliz halo de inhibicién
promedio de 15,8 mm y el extracto etandlico zonas de inhibicion de 22,4 mm
contra S. mutans. Establecieron que el extracto etandlico tenia un potencial
antibacteriano semejante al de la clorhexidina. Estos resultados difieren de los
obtenidos en la presente investigacion, principalmente en lo relacionado al
diametro promedio de los halos de inhibicién que se obtuvo con la clorhexidina
pues muestran halos superiores a los obtenidos en el presente estudio. Esto
pudo deberse a la diferencia de concentracién de la clorhexidina, pues en el
estudio de Malvania, et al®®, se utiliz6 clorhexidina al 0,2 % mientras que en el

presente estudio se empled clorhexidina a la concentracion de 0,12 %.
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Asi mismo, Elgamily, et al*! evaluaron la eficacia antibacteriana in vitro de tres
colutorios orales, uno formulado a base de una formulacion general, otro que
incluia los aditivos probiotico-zamzam y un tercero de marca comercial con
hexitol como principio activo contra S. mutans. Reportaron que el enjuague bucal
experimental probidtico mostré un aumento significativo en la zona de inhibicién
(halo inhibicibn promedio de 18,8 mm) en comparacion al enjuague bucal
comercial (halo de inhibicién promedio de 12,7 mm). Estos resultados difieren a
los obtenidos en el presente estudio. Cabe recalcar que el hexitol utilizado como
componente en el control positivo de este estudio es una mezcla obtenida a partir
de la clorhexidina mas acido clorhidrico, quiza esta mezcla pudo interferir en la
potencia del efecto antibacteriano del control positivo toda vez que S. mutans es
una bacteria acidofilica y acidurica, y quiza pudo sobrevivir por mas tiempo a la

naturaleza acida de esta mezcla.

Por su parte, Dadpe, et al*? determinaron la eficacia antibacteriana de diferentes
concentraciones del aceite de Trachyspermum ammi contra cinco bacterias
orales incluida S. mutans MTCC 497. Utilizaron clorhexidina como control
positivo. Reportaron que la CMI del extracto de T. ammi fue 250 pg/mL para S.
mutans con un halo de inhibicibn promedio de 18.60 mm. Mientras que la
clorhexidina también a 250 pg/mL generd un halo de inhibicion promedio de
16.20 mm. Estos resultados se relacionan con los obtenidos en el presente
estudio respecto al control positivo pues ambos halos son muy cercanos. Como
se habia mencionado anteriormente, si no existe una variacion en la
concentracion de la clorhexidina ni en el microorganismo, su efecto
antibacteriano de tipo bactericida es constante. Y esto se fundamenta también
con los resultados reportados por Shafigq, et al®3, Sudheer, et al®® y
Mruthyuenjaya, et al*® quienes evaluaron los efectos de varios colutorios orales
contra patdgenos orales incluido S. mutans. Reportaron que los colutorios que
tenian como principio activo antimicrobiano al clorhidrato de bencidamina mas
gluconato de clorhexidina, gluconato de clorhexidina y triclosan mas peréxido de
hidrégeno, inhibieron completamente a S. mutans. Esto también fue confirmado
por Haghgoo, et al®**, George, et al®® y Pathan, et al®’ quienes mientras
comparaban los efectos antibacterianos de diferentes concentraciones de

extractos vegetales y el colutorio bucal de clorhexidina al 0,2% sobre S. mutans
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VI.

reportaron que dichos extractos presentaban efecto antibacteriano pero que no
lograron superar al efecto producido por la clorhexidina que fue

significativamente superior.

Como se ha podido observar, la mayoria de estudios destacan que los colutorios
comerciales o preparados mediante formulaciones caseras si bien es cierto
presentan actividad antibacteriana sobre diversos microorganismos de interés
estomatolégico no logran superar el efecto antibacteriano de tipo bactericida
producido por Gluconato de clorhexidina a sus concentraciones de 0,12 %, 0,2%
y 2 %. Asi como lo demostré Miiller, et al*® quienes evaluaron la actividad
antimicrobiana de doce enjuagues bucales reportando que aquellos enjuagues
bucales que contenian clorhexidina al 0,2% muestran una fuerte actividad

antimicrobiana.

CONCLUSIONES

1. Se compard el efecto antibacteriano in vitro de tres colutorios orales
comerciales sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 estableciéndose que
los colutorios Dentodex® y Listerine® presentan el mismo efecto
antibacteriano y no existe diferencia estadisticamente significativa entre
ellos, sin embargo todos fueron diferentes al control gluconato de

clorhexidina al 0,12% y no superaron su efecto antibacteriano.

2. Se determind el efecto antibacteriano in vitro del colutorio oral vitis encias®
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 estableciéndose que es de tipo

bactericida pero no supera al control clorhexidina al 0,12%.

3. Se determin6 el efecto antibacteriano in vitro del colutorio bucal dentodex®
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 estableciéndose que es de tipo

bactericida pero no supera al control clorhexidina al 0,12%.

4. Se determiné el efecto antibacteriano in vitro del colutorio bucal listerine®
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 estableciéndose que es de tipo

bactericida pero no supera al control clorhexidina al 0,12%.
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VII.

RECOMENDACIONES

Tamizar todos los colutorios orales que se comercializan en territorio
peruano y evaluar su efecto antibacteriano en relacion al (los) tipos de
principios activos que contengan a fin de esclarecer si cumplen la funcion de

control microbiano.

Evaluar todos los colutorios orales sobre distintos grupos microbianos segun
su interés en los procesos patoldgicos bucales, por ejemplo sobre bacterias

cariogénicas y bacterias periodontopatégenos.

Evaluar el grado de toxicidad de los colutorios orales que se comercializan
en territorio peruano, pues se ha visto que el efecto antibacteriano es
dependiente de la concentracion del antimicrobiano y si esta concentracion

es elevada en el colutorio podria ser toxica para el ser humano.

Evaluar la efectividad antibacteriana de todos los colutorios que se
comercializan en territorio peruano pero a nivel de modelos de boca artificial
o in vivo mediante estudios clinicos pues se sabe que el efecto in vitro no
siempre se repite a nivel in vivo y se podria estar garantizando un efecto
obtenido a nivel in vitro y que no es real en condiciones in vivo. Por ello los

modelos artificiales nos acercarian un poco mas a la realidad.
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ANEXOS

ANEXO 1
MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
VARIABLES DEFINICION DEFINICION DIMENSION | INDICADORES | ESCALA
CONCEPTUAL OPERACIONAL
Efecto Capacidad gue | Didmetro en mm e
. . 0 mm = Sin
antibacteriano presentan algunas de halos de efecto
sobre sustancias quimicas inhibicién del
0 biolégicas de | crecimiento de Halo de _
Streptococcus impedir el desarrollo Streptococcus inhibicion en < }Eofer::]trg - De razén
mutans. de bacterias de | mutans ATCC mm bactoriostatico
forma temporal | 25175 por accion
(efecto de los colutorios > 11 mm =
bacteriostatico) o orales. B Efecto a
permanente (efecto bactericida
bactericida).”
Producto terapéutico Colutc;r;]o:uorales
Colutorios orales | en formulacion . Vitis encias®
comerciales acuosa presgnfa(ljuon_ : M Dentodex® Nominal
generalmente comercia @(Devms arcgsl entodex omina
. encias comerciales L
’ List ®.
viscosa gr_npleado de dentodex® y Isterine
forma topica para el listeri
: isterine®.
tratamiento de
enfermedades
orales.”
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ANEXO 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

SCIENCE EXPERIMENT
Research Laboratory

HALOS DE INHIBICION EN mm
REPETICIONES
Vitis encias® | Dentodex® | Listerine® | Clorhexidina | SSFE

1 11,9 14,1 13,4 15,5 0
2 12,5 12,8 12,8 16,2 0
3 12,7 12,6 13,2 14,9 0
4 13,0 13,5 14,1 15,3 0
5 11,3 14,2 13,5 16,1 0
6 12,4 13,4 13,5 15,8 0
7 11,8 14,2 13,4 16,0 0
8 10,9 13,9 14,2 15,6 0
9 12,3 14,0 12,9 14,9 0
10 12,8. 13,4 13,5 147 0

Bidlogo Microbidlogo

C.B.P 8258

SCIENCE EXPERIMENT

Research Laboratory

Av. La Marina # 1326 Int. 2 Urb. La Perla Trujillo. Telf. 983771019
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ANEXO 3

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

La muestra en investigaciones experimentales se traduce al calculo de

unidades de ensayo, mediante la siguiente formula:

w—w?Zs +14. 7
n =

wZ

080 — 0.80%. 0842 + 1,4. 1.96%
n =

0.802
_ 0.80 — 0.64 . 0.842 + 1,4.3.8416
"= 0.64
0.80 — 0.53888 + 5.37824
n —

0.64
n=29
Donde:
n: Numero minimo de repeticiones presentes en el estudio.
Za: Valor designado al nivel de confianza.
ZB: Valor designado al valor estadistico.
W: La diferencia minima observable.

Siendo, Za = 1.96; Zp = 0.842 vy W = 0.80 (80%). 5i sustituimos los
valores en la férmula se obtiene como resultado 9 numero de

repeticiones necesarias.

= . el dages rucer ESpsns
Docente : ICENCIADO EN ESTADISTICE
COESPE N* 1025



ANEXO 4

ANALISIS ESTADISTICO

Estadisticos descriptivos
GRUPOS N Media Desv. estandar
Halo de inhibicion clorexidina 10 15,500 ,5375
Halo de inhibicion Vitis encias® 10 12,1500 ,67536
Halo de inhibicion Dentodex® 10 13,6100 57242
Halo de inhibicion Listerine® 10 13,4500 ,44535
N valido (por lista) 10
Resumen de procesamiento de casos
Casos
GRUPOS Valido Perdidos Total
N % N % N %
Halo de inhibicién clorexidina 10 | 50,0% | 10 | 50,0% 20 | 100,0%
Halo de inhibicion Vitis encias® | 10 | 50,0% | 10 | 50,0% 20 | 100,0%
Halo de inhibicion Dentodex® | 10 | 50,0% | 10 | 50,0% 20 | 100,0%
Halo de inhibicion Listerine® 10 | 50,0% | 10 | 50,0% 20 | 100,0%
Descriptivos
Halo de inhibicién clorexidina Estadistico Error estandar
Media 15,500 , 1700
95% de intervalo de Limite inferior 15,116
confianza para la media | Limite superior 15,884
Media recortada al 5% 15,506
Mediana 15,550
Varianza ,289
Desviacion estandar ,5375
Minimo 14,7
Maximo 16,2
Rango 1,5
Rango intercuartil 1,1
Asimetria -,215 ,687
Curtosis -1,434 1,334
Media 12,1500 ,21357
95% de intervalo de Limite inferior 11,6669
confianza para la media | Limite superior 12,6331
Media recortada al 5% 12,1722
Mediana 12,3000
Varianza ,456
Desviacion estandar ,67536
Minimo 10,90
Maximo 13,00
Rango 2,10
Rango intercuartil 1,05
Asimetria -,682 ,687
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Curtosis -,360 1,334
Media 13,6100 ,18102
95% de intervalo de Limite inferior 13,2005
confianza para la media | Limite superior 14,0195
Media recortada al 5% 13,6333
Mediana 13,7000
Varianza ,328
Desviacion estandar 57242
Minimo 12,60
Maximo 14,20
Rango 1,60
Rango intercuartil ,88
Asimetria -, 718 ,687
Curtosis -,669 1,334
Media 13,4500 ,14083
95% de intervalo de Limite inferior 13,1314
confianza para la media | Limite superior 13,7686
Media recortada al 5% 13,4444
Mediana 13,4500
Varianza ,198
Desviacion estandar ,44535
Minimo 12,80
Maximo 14,20
Rango 1,40
Rango intercuartil ,53
Asimetria 377 ,687
Curtosis -,073 1,334
Descriptivos
Halos de inhibicién colutorios
N | Medi Desv. Desv. 95% del nivel de Minimo | Maximo
Grupos a Estandar | Error | confianza de la media
Lim. Inf. | Lim. Sup.
Clorhexidina | 10 | 15,50 | ,53748 , 169 | 15,1155 | 15,8845 14,70 16,20
0,12%
Vitis encias® | 10 | 12,15 | ,67536 213 | 11,6669 | 12,6331 10,90 13,00
Dentodex® 10 | 13,61 | ,57242 ,181 | 13,2005 | 14,0195 12,60 14,20
Listerine® 10 | 13,45 | ,44535 , 140 | 13,1314 | 13,7686 12,80 14,20
Total 40 | 13,67 | 1,32578 | ,209 | 13,2535 | 14,1015 10,90 16,20
Prueba de homogeneidad de varianzas
Halos de inhibicion colutorios Estadistico de Levene | gll1 gl2 Sig.
Se basa en la media ,976 3 36 415
Se basa en la mediana ,805 3 36 ,499
Se basa en la mediana y con gl ajustado ,805 3 | 32,297 | ,500
Se basa en la media recortada ,930 3 36 ,436

45




ANOVA

Halos de inhibicion Suma de gl Media F Sig.
colutorios cuadrados cuadrética

Entre grupos 57,111 3 19,037 59,912 | ,000
Dentro de grupos 11,439 36 ,318

Total 68,550 39

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Halos de inhibicién colutorios

HSD Tukey
() Colutorios | (J) Colutorios orales | Diferencia | Desv. | Sig. Intervalo de
orales comerciales de medias | Error confianza al 95%
comerciales (1-9) Lim. Inf. | Lim. Sup.
Clorhexidina | Vitis encias® 3,35000° ,252 ,000 | 2,6711 4,0289
0,12% Dentodex® 1,89000" 252 | ,000 | 1,2111 2,5689
Listerine® 2,05000" ,252 | ,000 | 1,3711 2,7289
Vitis encias® | Clorhexidina 0,12% -3,35000" ,252 ,000 | -4,0289 | -2,6711
Dentodex® -1,46000" 252 | ,000 | -2,1389 -, 7811
Listerine® -1,30000" 252 | ,000 | -1,9789 -,6211
Dentodex® Clorhexidina 0,12% -1,89000" 252 | ,000 | -2,5689 | -1,2111
Vitis encias® 1,46000" 252 | ,000 , 7811 2,1389
Listerine® , 16000 252 | ,920 | -,5189 ,8389
Listerine® Clorhexidina 0,12% -2,05000" 252 | ,000 | -2,7289 | -1,3711
Vitis encias® 1,30000" ,252 | ,000 ,6211 1,9789
Dentodex® -,16000 252 | ,920 | -,8389 ,5189

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Subconjuntos homogéneos

Halos de inhibicién colutorios

HSD Tukey?
Colutorios orales N Subconjunto para alfa = 0.05
comerciales 1 2 3
Vitis encias® 10 12,1500
Listerine® 10 13,4500
Dentodex® 10 13,6100
Clorhexidina 0,12% 10 15,5000
Sig. 1,000 ,920 1,000

homogéneos.

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media armoénica = 10,000.
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Media de Halos de inhibicion colutorios

Media Halos de inhibicion colutorios

Graficos de medias

mm

16,00

15,00

14,00

13,00

12,00

Clorhexidina 0, 12% Vitis encias® Dentodex® Listerine®

Colutorios orales comerciales

mm

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00

Clorhexidina 0,12% Vitis encias® Dentodex® Listerine®

Colutorios orales comerciales
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GALERIA FOTOGRAFICA

MATERIALES E INSUMOS

NogprODdb PR

Colutorios orales comerciales.

Agua destilada.

Agar mitis salivarius.

Caldo soya-tripticasa.

Hisopos estériles.

Cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Placas petri de plastico estériles.
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Pesado de medios de cultivo.
Hidratacion de medios de cultivo.
Esterilizacion de medios de cultivo.
Medios de cultivo estériles.
Servida de medios de cultivo.
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REACTIVACION DE CEPA BACTERIANA

B Incubator
HHA—£2
IMPORTADORA ANDINA EIRL

Cepa liofilizada de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Apertura de empaque de cepa bacteriana.

Hidratacion y sembrado de cepa en medio de cultivo liquido.
Incubacion de cepa para reactivacion.

Hwbh P
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EVALUACION DE EFECTO ANTIBACTERIANO Y RESULTADOS

©X NN E

i e Ty il
g“ i\

Materiales para ejecucion.

Rotulacion de placas servidas con medio de cultivo.
Inoculacién bacteriana de placas por el método de dispersion.
Placa con sacabocado para pozos de agar.

Placas con pocillos.

Limpieza de pocillos de agar.

Incorporacion de colutorio a pocillos.

Crecimiento de S. mutans y formacién de halos de inhibicion.
Medicién de halos de inhibicidén con vernier.

51



ANEXO 5

CONSTANCIA DE EJECUCION CON ESPECIALISTA MICROBIOLOGO

SCIENCE EXPERIMENT

rResearch Laboratorg

CONSTANCIA

La que suscribe, Rubl Jackeline Espinola Aguirre identificada con DNI Ne
43303261, Bidlogo Microbidlogo, especialsta en Andlisis Clinico vy
biolégicos con CBP Ne 8258; hace constar que ha coloboradoe como
microbidlogo especialista con la ejecucién de la investigacion titulada:
“EFECTO ANTIBACTERIANC IN VITRO DE TRES COLUTORIOS ORALES
COMERCIALES SOBRE Sireptococcus mutans ATCC 25175", de las Srtas.
Huaman Asis Elsa identificadas con DNI N° 42840920 y Jamanca Sanchez
Lizzel Pamela Guadalupe con DNI Ne¢ 48006195, egresadas de
estomatologia y estudiantes del Taller de Titulacién para Universidades
No Llicenciadas de la Universidad César Vallejo. La ejecucién de la
investigacion fue redlizada del 15 al 19 de febrero del 2021 en el

Laboratorio Science Experiment E.LR.L, de la Ciudad de Trujillo.

Se expide la presente a solicitud de las interesadas, para los fines que

estimen conveniente.

Trujillo, 20 de febrero de 2021.

Bidlogo Microbidlogo
CB.P82s8

SCIENCE EXPERIMENT | a, | o Marina # 1326 Int. 2 Urb. La Perla Trujillo. Telf. 983771019
Research Laboratory
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