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Resumen

Introduccion: El control de placa bacteriana es el método mas eficaz y sencillo para
la prevencién de las enfermedades bucodentales, ademas del control mecanico de
la placa, existen inhibidores quimicos, siendo el mas estudiado la clorhexidina
(CHX), uno de los agentes antibacterianos o antisépticos de amplio espectro mas
utilizados en odontologia. El control de la caries y de la placa bacteriana son, entre
otras, unas de las principales finalidades que se esperan del uso de un colutorio.
Objetivo: Determinar cudl colutorio induce mayores halos de inhibicién, Periokin®
al 0.20% o Perioxidin al 0.12% sobre Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis. Material y métodos: Disefo experimental in vitro,
se utilizaron 60 discos de papel de 6mm, en cajas Petri con agar infusion cerebro-
corazon, inoculados con tres cepas bacterianas, 20 expuestos a Streptococcus
mutans, 20 a Staphylococcus aureus, y 20 a Enterococcus faecalis, de los cuales
10 discos con Periokin® al 0.20% y 10 discos con Perioxidin® al 0.12%. Se midieron
los halos de inhibicién para comprobar su efecto antibacteriano. Se realiz6é prueba
estadistica de Kruskal-Wallis. Resultados: Se obtuvo diferencia en halos de
inhibicién bacteriana con Periokin® al 0.20% y Perioxidin al 0.12% ante
Streptococcus mutans <0.0001. Conclusiones: La efectividad antibacteriana de
los colutorios de CHX es mayor dependiendo de su concentracidn y las cepas
bacterianas que se inhibieron.

Palabras clave: Clorhexidina, colutorios, antibacteriano, Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis.



Summary

Introduction: Bacterial plaque control is the most effective and simple method for
the prevention of oral diseases. In addition to mechanical plaque control, there are
chemical inhibitors, where the most studied is chlorhexidine (CHX), one of the
antibacterial or antiseptic agents of broad spectrum most used in dentistry. The
control of cavities and bacterial plaque are, among others, one of the main purposes
expected from the use of a mouthwash. Objective: Determine which mouthwash
induces greater zones of inhibition, Periokin® at 0.20% or Perioxidin at 0.12% on
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis. Material
and methods: /n vitro experimental design, 60 6mm paper discs were used, in Petri
dishes with brain-heart infusion agar, inoculated with three bacterial strains, 20
exposed to Streptococcus mutans, 20 to Staphylococcus aureus, and 20 to
Enterococcus faecalis, which there were 10 discs with Periokin® at 0.20% and 10
discs with Perioxidin® at 0.12%. The inhibition zones were measured to verify its
antibacterial effect. Kruskal-Wallis statistical test was performed. Results: A
difference was obtained in bacterial inhibition zones with Periokin® at 0.20% and
Perioxidin at 0.12% against Streptococcus mutans <0.0001. Conclusions: The
antibacterial effectiveness of CHX mouthwashes is greater depending on its

concentration and the bacterial strains that were inhibited.

Keywords: Chlorhexidine, mouthwashes, antibacterial, Streptococcus mutans,

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis.
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l. Introduccion

La odontologia moderna tiene como objetivo reducir la pérdida de la
estructura dental, por lo que se centra en la prevencién y el manejo temprano de las
enfermedades bucodentales.

La enfermedad bucal con mayor prevalencia en poblacion infantil es la
caries, debido al reto que representa por si solo el cepillado dental y el uso de hilo
dental en estas edades tempranas. Es por esto por lo que el principal objetivo de la
odontopediatria actual es lograr el control de placa dentobacteriana en los pacientes
infantiles con métodos auxiliares que complementen y faciliten el esquema de
higiene y prevencion.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que el control de placa
bacteriana es el método mas eficaz y sencillo para la prevencion de las
enfermedades bucodentales, ya que la mayoria de estas pueden ser tratadas desde
sus etapas iniciales. La ingesta abundante y continua de azucares libres, la
exposicidn insuficiente al fluor y la deficiente eliminacion de la placa bacteriana con
el cepillado dental pueden provocar caries, dolor, y en ocasiones, pérdida de dientes
e infeccion.

Ademas del control mecanico de la placa, existen inhibidores quimicos,
donde el mas estudiado es la CHX, sustancia aceptada por el Consejo de
Terapéutica Dental de la ADA, y que en los seres humanos no ha presentado
ninguna evidencia de actividad téxica ni resistencia de los microorganismos

bucales.

En aquellos nifos que son diagnosticados como pacientes de alto o muy alto
riesgo de padecer caries dental hay que considerar la necesidad de complementar
las medidas preventivas habituales con la utilizacién de un agente quimioterapéutico

antiplaca.



La CHX inici6 siendo un antiséptico eficaz en la medicina, después fue
incorporada a la odontologia siendo un antibacteriano eficaz que se puede encontrar

en diversas presentaciones como barnices, geles, colutorios.

Conocer el efecto antibacteriano de dos colutorios con distintas
concentraciones de CHX, al 0.12% y al 0.20%, sobre algunas de las cepas
bacterianas que podemos encontrar en la cavidad oral como Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecali, va encaminado a valorar si tiene un
efecto antibacteriano favorable y si es igual o mas eficaz en el caso donde el
colutorio presente mas alta concentracion y poder ser aplicado en casos donde el

indice de incidencia a caries sea mayor.



1. Antecedentes

La CHX fue desarrollada en la década de los 40 por Imperial Chemical
Industries en Inglaterra por cientificos en un estudio contra la malaria. En ese
momento los investigadores fueron capaces de desarrollar un grupo de
compuestos denominados polibisguanidas, que demostraron tener un amplio
espectro antibacteriano y salié al mercado en 1954 como antiséptico para heridas
de la piel, posteriormente comenzd a usarse en medicina y cirugia tanto para el
paciente como para el cirujano. En odontologia se utiliz6 inicialmente para
desinfeccién de la boca y en endodoncia. El estudio realizado por Lée y Schiott en
1970, demostré que un enjuague de 60 segundos dos veces al dia con una soluciéon
de gluconato de CHX al 0.2% en ausencia de cepillado normal, inhibia la formacién

de placa (Bascones et al., 2006).

Es uno de los agentes antibacterianos o antisépticos de amplio espectro mas
utilizados en odontologia. Ha demostrado ser muy eficaz en el mantenimiento del
control de la placa y la gingivitis tanto a corto como a largo plazo sin desarrollar
organismos resistentes en la flora oral. También se ha indicado que las soluciones
de CHX se colocaran después de la preparacion de la cavidad para desinfectar la
dentina (de Sousa Vieira et al., 2003).

En el grupo de los antisépticos que han sido examinados, se encontrd que la
CHX tiene un efecto rapido (15-30 segundos) y duradero (hasta 6 horas). No se
inactiva cuando se aplica sobre heridas que contengan sangre o exudados

purulentos y no provoca reacciones sistémicas (Llovera, 2008).

A pesar de haber sido descubierto en la década de 1950, todavia se
considera uno de los agentes antiplaca mas eficaces en odontologia, aunque su uso
a largo plazo esta limitado por su desagradable sabor, propensién a tefir los dientes
y porque la administracién oral de antimicrobianos durante un periodo prolongado
puede alterar la microflora natural del tracto gastrointestinal (Pai et al., 2004).



Las soluciones de CHX, asociadas o no a fluoruro, reducen
significativamente la formacion de placa dental, pero no reducen los niveles de
Streptococcus mutans a menos que sean inicialmente altos, en grupos con las
condiciones presentadas en ese estudio. Ambas soluciones produjeron
pigmentacidn dental y alteraciones en el sentido del gusto de algunos de los nifios,
aunque no se observaron otros efectos secundarios; por lo tanto, pueden ser
recomendados por el pediatra dentista como ayuda en la reduccion de la placa, en
situaciones especificas (Melo et al., 2002).

Los colutorios se concibieron como preparaciones liquidas destinadas a ser
aplicadas sobre los dientes y mucosa de la cavidad oral y faringe con el fin de ejercer
una accion local antiséptica, astringente o calmante. EI vehiculo mas
comunmente utilizado en los colutorios es el agua y los principios activos son
numerosos, principalmente antiséptico, antibidtico, antifungico, astringente vy
anmtiinflamatorio. El control de la caries y de la placa bacteriana son, entre otras,
unas de las principales finalidades que se esperan del uso de un colutorio
(Hernandez et al., 2007).

Las formulaciones de CHX al0.12% con alcohol y la del colutorio-gel
de CHX al 0.1% tuvieron igual efectividad en retardar el crecimiento de placa, la de
menor efectividad correspondi6 ala formulacion de CHX al 0.10% con alcohol
(Rivera et al., 2006).

En cuanto a las soluciones de CHX al 0.2% especificamente, estan
clasificadas como colutorios estdndares en la prevencion de formacion de placa y
desarrollo de la gingivitis, presentan algunos efectos indeseados como la coloracién
(café o negra) extrinseca de los dientes, mal sabor y alteraciones del sentido del
gusto (en especial lo salado), cambios de sensibilidad de la lengua, y dolor por su
contenido de alcohol (Addy et al., 2000).

Segreto et al. (1986) compararon la eficacia y tolerancia de gluconato de CHX
de 0.20% y 0.12% frente a placebo en un estudio a tres meses. Ambas

formulaciones se utilizaron dos veces al dia, durante 30 segundos y en volumen de



15Mi. La dosis diaria de CHX fue pues, de 60mg (0.20% de gluconato de CHX, dos
veces al dia) y 36 mg, (0.12% de gluconato de CHX, dos veces al dia). El resultado

fue idéntico en ambas formulaciones.

Jenkins et al. (1989) compararon la eficacia y tolerancia de la CHX al 0.20%
(Corsodyl®) frente a la CHX al 0.1% (Eludril®) como agentes antigingivitis y
antiplaca. Los indices de placa y gingivitis aumentaron significativamente con la
CHX al 0.10%; asimismo en este grupo de pacientes se produjeron escasas
decoloraciones dentales. Basados en tales hallazgos, el grupo investigador
concluyé que la reducida actividad antiplaca de la CHX al 0.10% se debia a una

inadecuada formulacién galénica de dicho principio activo.

Por otra parte, evaluando la sustantividad antimicrobiana del gluconato de
CHX al 0.20%, povidona yodada al 1%, seguido de hipoclorito de sodio al 2%, y
solucién salina, se evidencidé el mayor resultado en actividad antimicrobiana vy
sustantividad de la CHX al 0.20%, durante 72 horas (Valera et al., 2015).

Estudios in vitro concluyeron que la CHX era eficaz contra Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Candida albicans,

Streptococcus salivarius, Actinomyces viscous y Spyogenes (Jhamb et al., 2010).

Los microorganismos tienen una susceptibilidad variable a la CHX. Se
encontré que los estafilococos, Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius y
Escherichia coli, tenian una alta susceptibilidad. Streptococcus sanguis, intermedius
y cepas de Proteus, Pseudomonas y Klebsiella tenian baja susceptibilidad
(Grdnroos et al., 1995).

Muchas investigaciones han identificado al Streptococcus mutans como los
principales patdgenos de la caries dental. Esto se debe a que, en primer lugar, se
aisla con frecuencia de lesiones cavitadas de caries; en segundo lugar, induce la
formacion de caries alimentado con una dieta rica en sacarosa; en tercer lugar, es

altamente acidogénica y acidurica (Takahashi et al., 2011).



El Streptococcus mutans esta implicado en la causa de la caries, y la CHX
parece ser un potente supresor de este microorganismo. Se demostré que después
del uso de gel de CHX durante un periodo de 3 meses, Streptococcus mutans no
pudo ser detectado (Emilson et al., 1976).

James et al. (2017) demostraron que muchos ensayos clinicos han mostrado
resultados efectivos de la CHX para el manejo clinico de la placa dental, esto esta
respaldado por otros estudios que utilizan métodos in vitro y reportan resultados
positivos de la CHX en la reduccion de la proliferacion de bacterias incluyendo
Streptococcus mutans, que se considera el principal agente etiolégico de la caries
dental.

Sandhham et al. (1988) han demostrado mediante ensayos clinicos, que, en
algunos individuos, es muy dificil eliminar los Streptococcus mutans con CHX,
incluso en un periodo mas corto y que la recolonizacién de las superficies orales en
estos sujetos es mas rapida que en aquellos individuos cuyas infecciones son
facilmente eliminadas. Esto puede deberse a factores ambientales en la cavidad

oral, como los sitios retentivos que apenas se ven afectados o no por la CHX.

Los resultados in vitro actuales implican que las variaciones en los efectos
pueden deberse a diferencias en las susceptibilidades de los Streptococcus mutans.
Por lo tanto, en circunstancias en las que la concentracién de CHX no alcanza un
nivel suficiente para afectar a todos los Streptococcus mutans, los aislados menos
susceptibles pueden verse afectados en menor medida que los mas susceptibles
(Grénroos et al., 1995).

Se observaron cambios en las proporciones de Streptococcus mutans en la
flora de la placa dentobacteriana. Al final del periodo del uso de CHX, no se
pudieron detectar colonias de Streptococcus mutans. Es posible que el nimero de
Streptococcus mutans se redujeron en lugar de eliminarse, porque el organismo
aparecio de nuevo en dos sujetos después del cese del tratamiento con CHX
(Emilson et al., 1976).



La CHX es un antiséptico activo ampliamente utilizado contra Staphylococcus
aureus convencional pero su eficacia contra cepas individuales resistentes a la
meticilina sigue en duda. La CHX mostré solo un efecto de eliminacién minimo
(Mclure et al., 1992).

Durante un estudio donde se comparararon diferentes concentraciones
(0.3%, 0.2%, 0.15% y 0.075%) de CHX entre intervalos de tiempo (1 min, 3 miny 5
min), la concentracién del 0.3% mostr6 una disminucion significativa en la formacion
de biopeliculas en asociacion con el tiempo. Observaron resultados similares con
concentraciones de 0.2%, 0.15% y 0.075%, lo que indica que el efecto inhibitorio de
CHX sobre la formacién de bioflim de Staphylococcus aureus se ve afectado por el

tiempo de exposicion (Abdall et al., 2017).

Akca et al. (2016) menciona que la CHX, es un estandar de oro, por lo que
fue seleccionado como una prueba antiséptica para su estudio debido a su efecto
de amplio rango en varios microorganismos y su propiedad conocida como
sustancialidad. La CHX fue aparentemente mas eficaz en Enterococcus faecalis que

otros agentes.

El hipoclorito de sodio y CHX mostraron una baja capacidad para eliminar
Enterococcus faecalis cuando se evalia mediante varias técnicas, el mismo
problema ocurre cuando el hidréxido de calcio se prueba contra Enterococcus
faecalis. El primer aspecto para considerar esta relacionado con la localizacion de
las bacterias, cuando las bacterias se alojan dentro de los tubulos dentinarios o en
capas profundas, Enterococcus faecalis puede ser mas resistente a la accién
antibacteriana del hipoclorito de sodio y la CHX (Estrela et al., 2008).

Al comparar los efectos en cuanto a la capacidad de reduccién de
Enterococcus faecalis, entre hipoclorito de sodio al 2.5% y la CHX al 0.20% se
evidencié un mayor efecto desinfectante del hipoclorito de sodio (Samiei
et al., 2016).



. FUNDAMENTACION TEORICA

Placa Dentobacteriana

La placa dentobacteriana es una entidad o masa estructurada especifica,
adhesiva, altamente variable, que se forma por el crecimiento y colonizacién de
microorganismos sobre la superficie de los dientes, de las restauraciones y de los
aparatos protésicos y ortoddncicos. La placa dentobacteriana por si sola no es
dafina, hasta que no sea colonizada por microorganismos productores de toxinas

causantes de caries o de enfermedad periodontal (Emilson et al., 1980).

A pesar de no tener efecto danino por si sola, la Organizacion Mundial de la
Salud (2023) senala que la caries dental se produce cuando se forma placa en la
superficie de un diente y convierte los azlcares libres (todos los azucares
agregados a los alimentos por el fabricante, el cocinero o el consumidor, mas los
azucares presentes naturalmente en la miel, los jarabes y los jugos de frutas)
contenidos en los alimentos y bebidas en acidos que destruyen el diente con el
tiempo.

Enjuagues bucales con CHX

Los enjuagues bucales son soluciones utilizadas para eliminar o reducir
bacterias que se encentran en la cavidad bucal, tienen un efecto terapéutico al
prevenir o aliviar las enfermedades bucales, principalmente la caries dental, la
gingivitis y la periodontitis (Akande et al. 2010).

La CHX es un antiséptico y desinfectante biguanidico con accion frente a
bacterias grampositivas y gramnegativas, anaerobios facultativos, aerobios y
levaduras (Cumbreno et al., 2005). Se trata de una sustancia activa frente a un
elevado numero de microorganismos, bactericida de amplio espectro, no irritante,
con nula capacidad de absorcion (Llovera, 2008). Su accion resulta de la absorcién
de CHX sobre la pared celular del microorganismo, lo que ocasiona una fuga de
componentes intracelulares. A bajas concentraciones de CHX, las sustancias de
pequernio peso molecular, como el potasio y el fésforo, se filtraran, ejerciendo un
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efecto bacteriostatico. A concentraciones mas altas, la CHX es bactericida debido a
la coagulacién del citoplasma, y que es causada posiblemente por la reticulacién de
proteinas (Fardal et al., 1986).

La preparacion mas comun es con la sal de digluconato debido a su alta
solubilidad en agua (Fardal et al., 1986). El gluconato de CHX es una sal de CHX y
acido gluconico que tiene afinidad por la pared celular de los microorganismos, que
esta cargada negativamente, alterandola (Calsina-Gomis G et al., 2005).

Los colutorios de CHX suelen presentarse en dos concentraciones, al 0.12%
y al 0.2%, la dosis total de CHX en 10 ml al 0.2 % libera 20 mg y en 15 ml al 0.12%
libera 18 mg (Bascones et al., 2006).

Perioxidin®

Uno de los mas recetados es Perioxidin® antiséptico bucofaringeo al 0.12%,
contiene digluconato de CHX al 0.12%, es un antiséptico microbiano, no contiene
alcohol e incorpora xilitol como edulcorante, esta indicado como profilactico para
inhibir la formacién de la placa bacteriana, en especial, prevencién de infecciones
bacterianas y micéticas luego de intervenciones odontolégicas, prevencion de
caries y halitosis y mantenimiento de higiene oral especialmente cuando no puede
emplearse el cepillado. Realizar enjuague bucal con 15ml sin diluir, 2 0 3 veces por
dia, no ingerir alimentos ni masticar chicle por al menos media hora posterior. Su
uso prolongado puede causar irritacion de la mucosa, y se recomienda optar por
suspenderlo. El xilitol es un alcohol de azucar utilizado frecuentemente como
edulcorante en gomas de mascar, enjuague bucal y pastas de dientes, es un
sustituto natural del azlcar que no es cariogénico debido a que este no lo pueden
metabolizar las bacterias orales. Ademas, inhibe el crecimiento y el metabolismo de
Streptococcus mutans, por lo tanto, el recuento de este en la cavidad bucal puede
disminuir (Kéhler, 2007).



PerioKin®

El PerioKin® enjuague bucal al 0.20%, tiene una demostrada actividad
antiplaca, esta compuesto por 0.20% digluconato de CHX y 0.1% cloruro de
cetilpiridinio (CPC), indicado para la higiene oral en casos de tratamientos
periodontales, quirirgicos, favorece la reduccion de placa dental, cuida y protege
encias, el modo de uso es realizar 2 enjuagues diarios con 10ml del producto sin
diluir, por 1 minuto, sin ingerir, se recomienda no ingerir alimentos ni bebidas hasta
transcurrido minimo media hora después de su administracién, el tratamiento sera
durante el tiempo que el dentista lo indique, por lo general de 1 a 2 semanas. El
CPC o cloruro de cetilpiridinio, es un antiséptico seguro y eficaz, que ha demostrado
eficacia en la disminucién de determinados bacterias, hongos y virus. Esta
ampliamente utilizado en pastas dentifricas y colutorios su uso limita la formacién
de biopeliculas y la adhesion bacteriana en las superficies dentales, que puede
ayudar a prevenir enfermedades orales como gingivitis, periodontitis y caries dental
(Ramalingam et al. 2012).

Streptococcus mutans

Es una bacteria Gram positiva anaerobia facultativa que forma parte de la
placa dentobacteriana y el biofilm dental, es asociada al inicio y desarrollo de caries.
Sse aisla con frecuencia de la placa dental de nifios con caries en la infancia
temprana (CIT) lo que sugiere que estas especies interactian de una manera que
contribuye a la patogénesis de ésta (Yang et al.,, 2018). En nifios sanos, los
microorganismos mas prevalentes son Streptococcus mutans, Veillonella,

Lactobacillus y Actinomyces spp (Gizani et al., 2009).

Son acidogénicos, por lo que sobreviven y se desarrollan a un pH bajo y
aciduricos capaces de seguir produciendo un acido con pH bajo, consiguen alcanzar

un pH necesario para iniciar el proceso de desmineralizacidén (Duailibe et al., 2007).
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Staphylococcus aureus

Es un coco Gram positivo anaerobio facultativo, pero crece mejor en condiciones
aerobias. Las bacterias se encuentran generalmente en fosas nasales y puede
transmitirse a membranas mucosas, si la piel 0 mucosas se rompen por trauma o
cirugia Staphylococcus aureus que es patdgeno oportunista, puede acceder al tejido
provocando dafo local o enfermedades de amplio espectro (Velazquez-Meza
2005).

Enterococcus faecalis

Es un Gram positivo de la microbiota, anaerobios facultativos es decir con la
capacidad de crecer en presencia 0 ausencia de oxigeno. Los Enterococcus son un
grupo de bacterias que habita en vias aéreas del organismo y actualmente
sefaladas como una de las principales causas de infecciones en los conductos
radiculares. Especificamente los Enterococcus faecalis se encuentran asociados
con la periodontitis crénica y tratamientos fallidos del conducto radicular (Wang et
al., 2012). Con el advenimiento de la terapia con antibiéticos, se ha convertido en

un patégeno multirresistente (Van et al., 2013).
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Hipotesis

IV.1 Hipoétesis o supuesto

El colutorio PerioKin® al 0.20% induce mayores halos de inhibicién que el
Perioxidin® al 0.12% sobre Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis.

IV.2 Hipétesis nula

El colutorio PerioKin® al .20% no induce mayores halos de inhibicion que el
Perioxidin® al 0.12% sobre Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis.
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V. Objetivos

V.1 Objetivo general

Determinar cual colutorio induce mayores halos de inhibicion,
PerioKin® al 0.20% o Perioxidin al 0.12% sobre Streptococcus mutans,

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis.

V.2 Objetivos especificos

e Medir los halos de inhibicion que induce el colutorio PerioKin® al 0.20% sobre
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalls.

e Medir los halos de inhibicion que indice el colutorio Perioxidin® al 0.12%
sobre Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis.

e Comparar a los halos de inhibicidon obtenidos con el colutorio PerioKin® al
0.20%y el Perioxidin® al 0.12%.
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VI. Material y métodos

VI.1 Tipo de investigacion

Experimental in vitro.

V1.2 Poblacion

Discos de papel de 6mm. En cajas Petri con agar infusion cerebro-corazén,
inoculados con Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis.

V1.3 Tamano de la muestra

60 discos de papel: 20 fueron expuestos a Streptococcus mutans, 20 a
Staphylococcus aureus, y 20 a Enterococcus faecalis.

De los cuales fueron 10 discos con PerioKin® al 0.20%, 10 discos con
Perioxidin® al 0.12%, (se colocd un disco de papel con cada una de las sustancias
en cada caja de Petri inoculada con las diferentes bacterias).

El numero de muestras fue determinado tomando en cuenta investigaciones
publicadas en revistas de alto impacto como Journal of Clinical Periodontology y
Pediatric Dentistry Journal (Smith et al., 1995; Wan et al., 2003).

Definicion del grupo control

El grupo de control positivo fueron 10 discos de papel embebidos con hipoclorito de
sodio al 5%, el control negativo fueron 10 discos de papel embebidos con solucién
de cloruro de sodio al 0.9%.
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VI.3.1 Criterios de seleccion

Criterios de inclusion
Discos de papel separados al menos 5¢cm entre ellos.

Discos de papel totalmente embebidos en cada una de las sustancias.

Criterios de exclusion

Cajas Petri con la siembra en monocapa de manera inadecuada o que

sufrieron contaminacion con otros microorganismos.

Criterios de eliminacion

Cajas Petri con agar infusion cerebro corazén que sufrieron algun dano

fisico o contaminacion del medio de cultivo durante el proceso.

Cajas Petri donde no se lograron medir halos de inhibicién.
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VI.3.2 Definicion de variables y unidades de medida

Variable dependiente

Variable | Definicion Definicion Tipo de | Escala Unidad de
conceptual operacional | variable de medida
medicion
Halos de |Es la zona | Midiendo con | Cuantitativa | Continua | Milimetros
inhibicién | alrededor de un | regla
disco con alguna | milimétrica en
sustancia milimetros el
especifica, en el | diametro
que no  se |alrededor del
produce disco de
crecimiento papel en
bacteriano  en | donde no se
una placa de | produce
agar inoculada | crecimiento
con el | bacteriano.
microorganismo.
Variables independientes
Variable | Definiciéon Definicion Tipo de | Escala de | Unidad de
conceptual operacional variable medicion | medida
Discos de | Es la muestra de | Seran Cualitativa Nominal | -
papel con | papel con forma | colocados 6
PerioKin | circular de 6mm | microlitros de
® embebido con | colutorio
colutorio | colutorio al | PerioKin® al
al 0.20% | 0.20% de CHX | 0.20% en los
discos de
papel.
Discos de | Es la muestra de | Seran Cualitativa Nominal | -
papel con | papel con forma | colocados 6
Perioxidin | circular de 6mm | microlitros de
® embebido con | colutorio
colutorio | colutorio al | Perioxidin® al
al 0.12% | 0.12% de CHX | 0.12% en los
discos de
papel.
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V1.4 Técnicas e instrumentos

Se colocaron 4 discos de papel de 6mm en cada caja Petri con agar infusion
cerebro corazdn y agar tripticasa de soya, embebidos de colutorio de CHX al 0.12%,
al 0.20%, NaOCl y H20 respectivamente, se metieron a la incubadora por 24 horas,
posteriormente se tomaron fotografias de los resultados, y se analizaron con el
programa ImageJ® y se registrd el diametro de cada halo de inhibicién en una hoja
de Excel para su posterior andlisis en software estadistico.

VI.5 Procesamiento

Fase 1: Preparacion de los medios de cultivo

Para Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis

o Por cada 10 cajas, se disolvieron 15.1g del polvo de infusion Cerebro
Corazén y 6.45g de agar en 430ml de agua destilada en un matraz
Erlenmeyer.

o Sobre parrilla eléctrica se calentaron con agitacion frecuente y se llevaron a
ebullicidbn hasta que se disolvieron totalmente (Fig.1).

o Se esterilizaron en autoclave 15 minutos a 121°C.

o Se distribuy6 en placas de cultivo estériles (Fig. 2).

Para Streptococcus mutans

o Por cada 10 cajas, se pesaron 10g de agar Tripticasa de soya, 2.5g de
extracto de levadura, 50g de sacarosa y se le agreg6 250ml de agua destilada
en un matraz Erlenmeyer

o Sobre parrilla eléctrica se calentaron y agitaron hasta obtener la mezcla
homogénea y se mantuvo ahi durante un minuto (Fig. 1).

o Se colocaron en autoclave para su esterilizacion durante 15 minutos a 121°C.
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o Se obtuvo una mezcla estéril a la cual se agregd 1ml de Bacitracina liquida
diluida.
o Se distribuyeron en placas de cultivo estériles hasta su gelificacion (Fig. 2).

Fig. 1 Preparacion de agar infusion Fig. 2 Distribucion en placas de

cerebro corazon y agar tripticasa de soya. cultivo estériles.

Fase 2: Siembra de las cepas bacterianas

o Unavez que estuvo gelificado el agar cerebro corazén en las placas de Petri,
con 2 mecheros de bunsen encendidos, se inicié la siembra de cada una de
las cepas a estudiar.

o Se sumergi6 un hisopo estéril en tubos de cultivo liquido de Staphylococcus
aureus y se presiono contra las paredes del tubo para eliminar el exceso de
liquido. Posteriormente se realiz6 lo mismo ahora con Enterococcus faecalis.

o Se realizé después la siembra directa en la superficie del agar infusién
cerebro corazén por estria, girando el hisopo y la placa de Petri, para lograr
la formacién de una monocapa en el cultivo.

o La siembra de Streptococcus mutans se realizé de la misma manera que las
anteriores, en cajas previamente preparadas con agar tripticasa de soya
(Fig. 3).
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Fig. 3 Siembra por estria de las cepas bacterianas

Fase 3: Preparacién y colocacion de las muestras

o Se cortaron los discos de papel con perforadora para obtener el tamafo
estandarizado de 6mm y se esterilizaron.

o Se colocaron discos de papel sobre la loseta estéril formando 4 filas: en la
primera fila se colocaron 20 pL del control positivo a cada disco de papel, en
la segunda 20 pL de Perioxidin® colutorio al 0.12% a cada disco de papel,
en la tercera 20 pL de PerioKin® colutorio al 0.20% a cada disco de papel, y
en la cuarta fila 20 pL del control positivo a cada disco de papel (Fig.4).

o En cada caja se colocaron 4 discos de papel, embebidos con PerioKin®
colutorio al 0.20%, Perioxidin® colutorio al 0.12%, el control positivo y el
control negativo respectivamente. (Fig. 5y 6).
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Fig. 4 Preparacion de los Fig. 5y 6 Colocacién de discos de papel en las placas
discos de papel

Fase 4: Incubaciéon

o Una vez terminada la colocacién de las muestras en cada una de las cajas,
se cerraron y se colocaron en un frasco de sellado hermético.

o Se dejaron las cajas en la incubadora a una temperatura de 37°C por 24
horas (Fig. 7).

Fig. 7 Colocacion en la incubadora por 24 hrs.
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Fase 5: Recoleccién de datos

o Pasando las 24 horas se realiz6 la toma de fotografias individualmente a

cada caja y comparativa con las 3 cepas bacterianas para la evaluacion de
resultados (Fig. 8,9, 10y 11).

S — —— - = e —

Fig. 9 Halos de inhibicion Fig. 10 Halos de inhibicion Fig. 11 Halos de inhibicién
en Streptococcus mutans en Staphylococcus aureus en Enterococcus faecalis

Medicion de los halos de inhibicion:

o Las fotografias tomadas después de 24 horas de la incubacion de las cajas
Petri, se analizaron en computadora con el programa ImageJ®
o Se recortaron las imagenes al perimetro de la caja Petri
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o Se agruparon las imagenes por cepas bacterianas, se importaron una por
una al programa ImageJ®.

o Se calibr6 cada imagen a 8-bit color y la distancia en pixeles de 20.

o Se midi6 el diametro de todos los halos de inhibicidn en mm y se registraron

los datos obtenidos en una hoja de Excel para su analisis.

Fase 6: Desecho de placas

o Posterior al analisis de resultados, las cajas Petri se sometieron a un ciclo de
esterilizacion en autoclave a 134° por 30 minutos y enfriado por 30 minutos
para su inactivacion.

o Después de su inactivacion, las cajas fueron desechadas siguiendo las
especificaciones de la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Las cajas fueron
selladas con cinta y colocadas en bolas roja de la empresa recolectora y
ubicada en la zona determinada de RPBI, rotuladas con contenido, peso,

fecha y persona encargada.

22



VI.5.1 Analisis estadistico

Se analizaron los datos de desviacion estandar y rango. Se realizé la prueba

estadistica Kruskal-Wallis. Post Hoc con prueba de Dunn.

VI.5.2 Consideraciones éticas

En el presente estudio de tipo experimental in vitro, no se contempld la
utilizacion de sujetos humanos ni animales, se realizé con materiales inertes de uso
odontoldgico y cepas bacterianas.
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VIII. Resultados

Después de realizar la investigacién, valorando la inhibicion de tres cepas

bacterianas con colutorios de CHX con distinto porcentaje, se obtuvieron los

siguientes resultados, posterior a la recoleccion de los datos obtenidos se organizé

la informacién en una hoja de Microsoft Excel y se realizaron las siguientes tablas.

Tabla 1. Se muestran las medidas (mm) de halos de inhibicién de los colutorios de

CHX contra las tres cepas bacterianas.

Halos de Colutorio Colutorio
o NaOClI 5% H-0 Valor de P
inhibicion (mm)  CHX 0.12%  CHX 0.20%
X + DE
(Rango)
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
Str erﬁﬁgzgcus 333+075 582+0.14 225+1.85 0 <0.0001
(2.19-4.62) (3.64—7.95  (0.5-08)
(n=10) (n=10) (n=10) (n=9)
Stapgz LZZ?SCC“S 575+111 7.46+134 246+148 0 <0.0001
(4.51-7.64) (6.06—9.75) (1.11—5.84)
(n=10) (n=10) (n=10) (n=9)
Enterococcus 5974107  459+1.08 2.57+1.06 0 <0.0001
faecalis

(221 -584) (3.16-5.77) (0-3.77)

CHX: clorhexidina; H20: agua; NaOCI: hipoclorito de sodio; X: promedio; DE: desviacion

estandar.
Prueba de Kruskall-Wallis.

La Tabla 1. presenta el promedio y desviacion estandar de las variables a las
24 horas de la siembra, colocacidon de muestras e incubacién de las cajas.
Evaluando los resultados encontramos que H20 presentd una nula inhibicion ante
las tres cepas bacterianas, reflejando una diferencia estadisticamente significativa
a colutorio CHX 0.20% (5.82 £ 0.14) y CHX 0.12% (3.33 £ 0.75) para Streptococcus

mutans.
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El segundo resultado para Staphylococcus aureus el colutorio CHX 0.20% (7.46 *
1.34) presenta una diferencia estadisticamente significativa a colutorio 0.12% (5.75
+ 1.11). El tercer resultado para Enterococcus faecalis, NaOCl (2.57 + 1.06) no
presenta una diferencia estadisticamente significativa con colutorio de CHX 0.12%
(2.97 £ 1.07) presentando niveles muy similares de inhibicion.

Tabla 2. Comparacion de halos de inhibicion Post Hoc entre grupos evaluados
ante Streptococcus mutans.

Grupo 1 Grupo 2 Valor de P
Colutorio CHX 0.20% H.O <0.0001
Colutorio CHX 0.20% NaOCl 5% <0.0001
Colutorio CHX 0.12% H.O <0.0001

H20 NaOCI 5% <0.0001
Colutorio CHX 0.12% NaOClI 5% 0.0007
Colutorio CHX 0.12% Colutorio CHX 0.20% 0.0476

CHX: clorhexidina; H20: agua; NaOCI: hipoclorito de sodio.
Prueba estadistica de Dunn.

Tabla 3. Comparacion de halos de inhibicion Post Hoc entre grupos evaluados

ante Staphylococcus aureus.

Grupo 1 Grupo 2 Valor de P
Colutorio CHX 0.12% H-0 <0.0001
Colutorio CHX 0.12% NaOCI 5% <0.0001
Colutorio CHX 0.20% H-0 <0.0001
Colutorio CHX 0.20% NaOCI 5% <0.0001

H-0 NaOCI 5% <0.0001
Colutorio CHX 0.12% Colutorio CHX 0.20% 0.0164

CHX: clorhexidina; H20: agua; NaOCI: hipoclorito de sodio.

Prueba estadistica de Dunn.

Tabla 4. Comparacion de halos de inhibicion Post Hoc entre grupos evaluados

ante Enterococcus faecalis.

Grupo 1 Grupo 2 Valor de P
Colutorio CHX 0.12% NaOCI 5% <0.0001
Colutorio CHX 0.20% NaOCI 5% <0.0001

H.0 NaOCI 5% 0.0009
Colutorio CHX 0.20% H.O 0.0004
Colutorio CHX 0.12% Colutorio CHX 0.20% 0.0049
Colutorio CHX 0.12% H.O 0.7929

CHX: clorhexidina; H20: agua; NaOCI: hipoclorito de sodio

Prueba estadistica de Dunn.
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VIII. Discusion

En odontopediatria donde constantemente se buscan alternativas y opciones
para mejorar la higiene dental y reducir nivel de placa dentobacteriana, es buena
opcidén emplear los colutorios que complementen la higiene bucal y uno de los mas
efectivos son los que contienen CHX, ya que no presenta resistencia de los
microorganismos bucales (Rivera et al., 2006).

Durante esta investigacién donde se realizé la comparacién de la efectividad
antibacteriana de dos colutorios de CHX con diferentes concentraciones, al 0.12%
y al 0.20%, contra tres cepas de bacterias distintas que podemos encontrar
comunmente en la boca de la poblacién infantil, los resultados de cada una de las
distintas cepas fueron diferentes entre cada una de las concentraciones y los grupos

de control.

Respecto a Streptococcus mutans que se encuentra en la placa
dentobacteriana y es el principal causante de caries (Takahashi et al., 2011), se
encontrd evidencia significativa en este estudio, de diferencia entre los halos de
inhibicion de 0.12% y 0.20%.

Mclure et al., 1992 mencionan que para Staphylococcus aureus, la CHX
mostrd solo un efecto de eliminacion minimo en algunos casos sin embargo en el
presente estudio, si se encontrd inhibicibn bacteriana para este patégeno

oportunista, aunque sin diferencia evidente entre las dos distintas concentraciones.

Mientras que el Enterococcus faecalis que puede encontrarse en tubulos
dentinarios y puede ser mas resistente a la accion antibacteriana del hipoclorito de
sodio y la CHX (Estrela et al., 2008). Se encontré menor diametro de los halos de
inhibicibn y con mismo didmetro con 0.12% y 0.20% las dos diferentes
concentraciones

Los resultados aqui obtenidos concuerdan con los obtenidos por Jhamb et
al. (2010) donde mencionan que en estudios in vitro se comprobd anteriormente que
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la CHX era efectiva contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Streptococcus mutans, durante esta investigacion se encontré6 un resultado
estadisticamente significativo en cuanto a la inhibicién ante estas mismas bacterias
ya que se observaron halos de inhibicibn en todas las muestras con ambas
concentraciones de CHX.

Aunqgue se comprob6 que la CHX si tiene efectividad antibacteriana ante las
tres cepas que se analizaron, los resultados obtenidos durante la investigacion
confirman que el colutorio de CHX al 0.20% produce mayores halos de inhibicién
ante Streptococcus mutans, mientras que ante Staphylococcus aureus, no es
constante la diferencia entre concentracion de 0.12% y 0.20%, y para Enterococcus
faecalis no hay diferencia significativa. La diferencia en la efectividad puede verse
relacionada con que Enterococcus faecalis se ha vuelto en un patégeno
multirresistente y Staphylococcus aureus patégeno oportunista.

Algunos factores que pueden diferir en los resultados obtenidos en la
presente investigacion y su efectividad en boca, es el sitio donde comunmente se
aloja cada una de las bacterias dentro de la cavidad bucal, asi como la cantidad y
frecuencia de uso. Pero ser de las principales cepas bacterianas que podemos

encontrar, fue importante comprobar la efectividad ante cada una.

Segun un estudio realizado en la facultad de odontologia de Chile, al
comparar concentraciones de CHX al 0.10% frente a 0.12% concluyen que la CHX
al 0.10% es capaz de tener actividad antiplaca y antimicrobiana cuando es usada
en colutorios, no siendo necesarias concentraciones mas elevadas, lo que

disminuye el riesgo de aparicion de efectos adversos (Yévenes et al 2002).

Los colutorios no alcohdlicos de CHX son igualmente efectivos y poseen
menos riesgos potenciales que las soluciones hidroalcohdlicas. Actualmente, a
dichos colutorios se asocian otras sustancias como xilitol y cloruro de cetilpiridinio
en un intento de mejorar su efectividad y efectos secundarios.
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El método de cultivo de eleccidon para Staphylococcus aureus es el agar
manitol salado que permite le crecimiento de Gram positivos mientras inhibe el
crecimiento de Gram negativos, durante la investigacion se us6 agar cerebro
corazdn y se obtuvieron zonas donde la siembra no se observa de manera
homogénea lo cual pudo ser un factor donde los halos de inhibicién se presentan

irregulares.

La presente investigacion es de relevancia clinica para elegir auxiliares de
higiene adecuados y efectivos individualizando la eleccion de los colutorios en casos
de pacientes para tratar y prevenir afecciones bucales como alto indice de caries,
procesos infecciosos, segun su edad, aceptacién de sabor, el uso correcto y dosis
de estos ya que nunca se ha recomendado el uso seguro a largo plazo en nifios.
Los ensayos clinicos también han informado el sabor de la CHX bastante
inaceptable para los nifos (Bansal et al., 2021).

Actualmente se recomienda que se usen una vez al dia, preferiblemente
después del cepillado nocturno, y su uso en nifos debe ser a partir de los 6 afos ya
gue a partir de esta edad los nifios saben enjuagarse la boca sin tragar la solucion
(Zero 2006).
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IX. Conclusiones

La efectividad antibacteriana de los colutorios de CHX es mayor dependiendo
de su concentracibn y las cepas bacterianas que se inhibieron, para el
Streptococcus mutans si es relevante la concentracibn ya que a mayor
concentracién se encontr6 mayor inhibicion, mientras que para Staphylococcus
aureus y Enterococcus faecalis se encontrd una efectividad similar con 0.12% vy
0.20%.

Es importante valorar el diagnostico de cada paciente para elegir el colutorio
que sera efectivo segun el propdsito deseado, en el caso de control de placa
antibacteriana, si es recomendable usar un colutorio con mayor concentracion de
CHX.
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X. Propuestas
Propuestas para la practica clinica:

Realizar investigacion en pacientes para comprobar la efectividad clinica de

CHX segun las lesiones o enfermedad que pueda presentar el paciente.

Evaluar ademas de la disminucion de placa dentobacteriana, si existe algun

efecto favorable en mucosas con lesiones o infecciones pulpares.

Probar distintas presentaciones de CHX, como barniz, solucion, pasta, etc.,
para poder elegir el que sea mas conveniente segun la edad y conducta del
paciente.

Elegir el colutorio como auxiliar de higiene en pacientes pediatricos con alto

riesgo a caries o lesiones.

Propuestas para futuras investigaciones:
Elegir métodos de cultivo adecuados para cada cepa bacteriana.

Evaluar colutorios con componentes adicionados similares.
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XI. Anexos

XI.1 Hoja de recoleccion de datos

Cepa
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CHX 0.12%

CHX 0.20%

NaOCl 5%
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Materiales

Placas Petri (Senna®, 60 x 15, producto previamente estéril)
Agar infusidn cerebro y corazén en polvo (bhi ®, Fco 500 gr)
Agar tripticasa de soya

Extracto de levadura

Sacarosa

Bicitracina liquida

Mechero de bunsen

Matraz de Erlenmeyer

9. Micropipeta

10. Discos de papel filtro de 6x6

11. Colutorio de CHX al 0.12% (Perioxidin®)

12. Colutorio de CHX al 0.20% (Periokin ®)

13. Solucién salina (PiSa ®)

14. Hipoclorito de sodio 5%

15. Loseta de vidrio

16. Termémetro

17.Bascula

18. Cuchara dosificadora

19. Guantes estériles chicos

20. Guantes chicos

21.Cubrebocas

22.Campos estériles

23.Bata de algodon

24.Gasas estériles

25.Hisopos estériles

26. Lentes de proteccién

27.Regla milimétrica

28.Plumén indeleble

29. Jeringas hipodérmicas de 10 ml

30. Tubo de cultivo liquido con Streptococcus mutans
31.Tubo de cultivo liquido con Staphylococcus Aureus
32.Tubo de cultivo liquido con Enterococcus Faecalis
33. Computadora
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