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Resumen
Introduccién:

Objetivo: Determinar que enjuague bucal pediatrico es el que genera mayores
halos de inhibicién sobre cepas de Streptococcus mutans Fluoxytil, Colgate Plax
Kids o dental kids.

Material y métodos: Se llevo a cabo un estudio in vitro usando la prueba de difusion
en disco en el cual se utilizaron 10 cajas Petri las cuales contenian cepas de
Streptococcus mutans, a las cuales se le colocaron discos, con enjuague bucal
Fluoxytil, Colgate Plax Kids, dental kids y el control positivo (clorhexidina al 2%) asi
como negativo (Agua estéril), se incubaron por 24 horas a una temperatura
constante de 37°, posteriormente se midieron los halos de inhibicion generados por
cada solucion con ayuda del programa imagen J.

Resultados: El control positivo genero los halos de inhibicion con mayor diametro
seguido por el enjuague bucal Colgate Plax Kids y por ultimo el enjuague bucal
dental kids. El enjuague bucal fluoxityl al igual que el control negativo no genero
halos de inhibicién. Se realizo la prueba estadistica de Anova y los resultados
obtenidos fueron estadisticamente significativos.

Conclusiones: Los resultados que se obtuvieron en este estudio coinciden con
algunas investigaciones similares realizadas anteriormente. Los enjuagues que
contenian como ingrediente principalel cluoruro de cetilpiridinio generaron halos de
inhibicion a diferencia del enjuague que contenia xilitol en su férmula el cual no
genero halos de inhibicion. Se podrian realizar otros estudios in-vitro para apoyar
los resultados obtenidos.

Palabras clave: Enjuagues bucales, S. mutans, Placa dentobacteriana.



Summary

Objetive: Determine which pediatric mouthwash is the one that generates
greater inhibition halos on strains of Streptococcus mutans Fluoxytil, Colgate Plax
Kids or dental kids.

Materials and methods: An in vitro study was carried out using the agar
diffusion test in which 10 Petri dishes containing strains of Streptococcus mutans
were used, to which disks were placed, with Fluoxytil mouthwash, Colgate Plax Kids,
dental kids and the positive control (2% chlorhexidine) as well as the negative (sterile
water), were incubated for 24 hours at a constant temperature of 37°, then the
inhibition halos generated by each solution were measured with the help of the J
image program.

Results: The positive control generated the inhibition halos with the largest
diameter followed by Colgate Plax Kids mouthwash and finally dental kids
mouthwash. Fluoxityl mouthwash, like the negative control, did not generate
inhibition halos. We performed the Anova statistical test and the results were
statistically significant.

Conclusions: The results obtained in this study coincide with some
investigations carried out. The rinses that contained cetylpyridinium chloride as the
main ingredient generated inhibition halos, unlike the rinse that contained xylitol in
its formula, which did not generate inhibition halos. Other in-vitro studies could be
performed to support the results obtained.

Key words: Mouth rinse, S. mutans, biofilm.
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I. Introduccién

La caries a nivel mundial es predominante y presenta parametros
incongruentes: mientras que en los paises industrializados se ha disminuido
considerablemente gracias a programas de control y prevencién idoneos,
(Haugejorden 1997) en paises como México el 99% de los adultos y el 95% de los nifios
de menos de 8 afios presentan lesiones cariosas (Frechero et al. 2004).

La alta prevalencia de caries entre los nifios de México se debe a multiples
factores, entre los cuales se ha mencionado el alto consumo de golosinas y
alimentos chatarra, respaldado por una desmedida comercializacion y publicidad;
se debe agregar la falta de conocimientos de la sociedad sobre los dafios que causa
a la salud dental el consumo de golosinas entre comidas, lo cual es comunmente
ignorado por padres y maestros (Pérez-Salgado et al. 2010). Un estudio realizado
en 1993 nos muestra que la denticion temporal es mas susceptible a la caries dental
gue la denticion permanente en un porcentaje del 13%. No se sabe si esto se debe
a la diferencia en la estructura del esmalte o es secundario a la edad del nifio, 0 Si
sus cuidados no son adecuados y si la supervision de un adulto es inapropiada. Sin
embargo, la desigualdad entre la existencia de caries dental y el niumero de
superficies desmineralizadas y obturadas entre la denticion permanente y decidua

depende de muchos factores (Hicks et al. 1993).

Es wuna importante prioridad la prevencion de caries dental en
adolescentes y nifios para los servicios dentales debido a que se considera mas

econdmica esta medida que el tratamiento que se debe llevar a cabo. (Burt 1998).

La caries dental es una enfermedad infecciosa oral dependiente de la placa
dental (Kuramitsu 1993). La caries dental es el resultado de la interrelacion de
parte de algunas bacterias especificas con ciertos elementos de la dieta dentro de
una biopelicula constituida en las superficies de los dientes conocida como placa
dentobacteriana (WilliamH Bowen 2002).



Las cepas de Streptococcus son el grupo primordial de microorganismos
participes en el proceso de caries. S. mutans es uno de los principales patdégenos
cariogénicos, que metaboliza los carbohidratos fermentables y sintetiza una matriz
de polisacérido extracelular que permite una adherencia solida de los
microorganismos alas superficies del diente y nos lleva a la descalcificacion de la

estructura del diente (Koo et al. 2010; Flemming and Wingender 2010).

Recientemente, la finalidad de las investigaciones no solo es detectar S.
mutans en el biofilm y la saliva, asimismo cuantificar este microrganismo. Estudios
diversos han demostrado la presencia de paralelismo entre la alta presencia de
este microrganismo en la cavidad bucal con la prevalencia y aparicion de lesiones

cariosas. (Macpherson et al. 1992).

La eliminacion de la placa dental que contiene patdgenos cariogénicos se
considera indispensable para prevenir y manejar la caries. El control diario de la
placa es definitivamente lo mas importante para la prevencion de caries (Axelsson
et al. 2004). Las recomendaciones para mantener la higiene bucal diaria incluyen el
cepillado dental y el tratamiento interdental (Choo et al 2001; Claydon 2008). El
cepillado dental diario es el método mas usado para el control de la placa dental.
Se logra este objetivo interrumpiendo fisicamente el desarrollo de la placa y
manteniéndola en un estado inmaduro. Sin embargo, la eficacia de este método a
menudo se ve comprometido por la presencia de areas de dificil acceso, asi como
por la falta de habilidades, la poca motivacion y el poco cumplimiento de esta (Wu
and Savitt 2002). Agregar agentes quimioterapéuticos al régimen mecanico puede
ayudar a controlar la placa y la gingivitis (O’Leary 1970). El uso de enjuagues
bucales antimicrobianos como complemento de los regimenes de higiene oral
mecanica se considera un medio valioso para mejorar el control de la placa. (Addy
et al. 2010; Costa et al. 2013).



Il. Antecedentes

Ardakani et al. (2014) Compararon la actividad antibacteriana de tres
substancias; enjuague de clorhexidina al 0.2%, enjuague bucal de té verde y
extracto de té verde contra cinco microorganismos: Streptococcus mutans,
Escherichia coli, Streptococcus sanguis, Pseudomonas aerogenosa Yy
Enterococcus faecalis. En esta investigacion se usé el método de difusion en
disco, en el cual se midieron las zonas de inhibicién del crecimiento bacteriano de
cada sustancia usada y por ultimo se compararon los resultados. El enjuague bucal
de té verde fue el menos eficaz detodas las sustancias comparadas, mientras que

el extracto puro de té verde y la clorhexidina al 0.2 % tuvieron resultados similares.

Ardizzoni et al. (2018) Evaluaron los efectos de ochos enjuagues bucales
comerciales sin alcohol, que contenian una composicion diferente; cuatro contenian
digluconato de clorhexidina, uno fluoruro, uno con aceites esenciales, uno con
cloruro de cetilpiridinio y por ultimo uno que contenia triclosan, sobre colonias de C.

albicans Enterococcus faecalis y un grupo de Streptococcus viridans.

Se llego a la conclusion que los enjuagues bucales que contenian
digluconato de clorhexidina y cloruro de cetilpiridinio fueron los mas efectivos para
disminuir la capacidad de C. albicans se adhiere a organismos y superficies
biologicas, y estos mismos enjuagues bucales previenen eficazmente la formacion
de biopeliculas de Streptococcus viridans que, notoriamente, cooperan con los

cariogénicos S. mutans.

Arunakul et al. (2011) Se compararon los niveles de UFC de S. mutans en
saliva de ochenta nifios sanos en un rango de 8 a 9 afios con altos niveles de UFC
de S. mutans. Se dividieron a los pacientes en grupos, el primero uso agua destilada
sirviendo como control, y los otros tres grupos restantes usaron fluoruro de sodio
al 0.05 %, xilitol al 12.5 % y por dltimo fluoruro de sodio al 0.05 % + xilitol al 12.5 %.

Los sujetos realizaron enjuagues por un minuto tres veces al dia durante 10



semanas. Se recolectaron muestras de saliva de cada sujeto estimulada al inicio de
este estudio, cinco semanas y diez semanas después de realizar enjuague con
cada sustancia, para determinarel nivel de S. mutans salival mediante un cultivo en

agar Mitis Salivarius Bacitracin.

Al Ultimo se compararon el nivel de UFC y se observaron disminuciones en
el recuento de S. mutans fluoruro de sodio al 0.05 % + xilitol al 12. 5 % sobre otros
grupos dentro de las cinco semanas y después de diez semanas y el xilitol al 12.5%

tuvo una reducciéon después de diez semanas en comparacion al valor inicial.



Il Fundamentacion teérica

Placa dentobacteriana

La placa dentobacteriana es una capa microbiolégica y biogquimicamente
heterogénea que se forma en presencia de sacarosa en la cavidad oral, como una
densa masa que se encuentra en las superficies de los dientes y es la causa
principal de la caries, gingivitis, y la periodontitis cronica (Tanner et al. 1998; Valm
2019) También presenta un efecto degradador de glicoproteinas en la microbiota
oral ademés tiene una actividad hidrolitica en consecuencia es mas afin a los
azucares (Jong and Hoeven 1987). Una de las comunidades microbianas mas
complejas del cuerpo humano es el biofilm oral. Se estima que méas de 700

especies contribuyen a la formacion de la placa dental. (Socransky et al. 1998).

La placa dental tiene mayor patogenicidad cuando esta presente durante un
periodo mas amplio en la superficie del diente (placa madurada) (Kolenbrander et
al. 2010). Por lo tanto, la prevencion de enfermedades orales se basa en la
eliminacién frecuente de placa (Per Axelsson and Lindhe 1978). Se consideran
fundamentales a los microorganismos orales para el inicio y la progresion de la
caries dental (R. J. Berkowitz 2006).

La cavidad oral es un ambiente humedo,con una temperatura constante (34
a 36°C), con un pH neutro en la mayoria de las superficies, que favorece a el

crecimiento de una amplia variedad de especies (Marcotte and Lavoie 1998).

Unas pocas horas después del nacimiento, las bacterias comienzan a
colonizar la cavidad oral. La flora oral del ser humano es muy compleja y presenta
una gran diversidad, esta conformada por mas de 300 especies de bacterias
estables, incluyendo géneroprotozoos, levaduras, micoplasmas, virus y bacterias.
Difiere en cada area, como en las diferentes superficies de los dientes y en la
lengua, también es diferente entre cada persona. Ocho horas después de nacer y
entrar en contacto por primera vez con la madre el recién nacido aumenta rapida y

considerablemente el nimero de microrganismos (Soderling et al. 2001).



A la finalizacion del primer afio podemos encontrar en toda la boca
microorganismos como son: los estafilococos, estreptococos, veillonella, los cuales
son muy especificos. En la nifiez se encuentra que las especies que son dominantes son
microrganismos facultativos. Cuando comienza la erupcién dental se comienzan a incorporar
varios anaerobios, y propicia la aparicion de nuevas condiciones microbianas
favorables y localizables. Durante la nifiez las bacterias comienzan a aumentar y
en la dltima etapa de la nifiez son muy similares a las del adulto (Weijden and
Velden 1991; Clancy et al. 2000).

Se presenta un cambio del pH inducido por los cambios generados debido
a la interaccién de los lactobacilos, y a especies que generan acidos como el
grupo de Streptococcus mutans (S. mutans) y Streptococcus grupo mitis (sanguis,
gordonii y oralis). La desmineralizacion dental es el resultado de estos
microorganismos que son capaces de producir grandes cantidades de acidos, en
un Ph bajo esto se debe a la presencia en grandes cantidades de sucrosa, el cual

se considera el carbohidrato mas cariogénico (De Soet et al. 2000).

S. mutans es un colaborador clave para la formacion de biopeliculas
asociadas con la enfermedad de caries dental, aunque también estan involucrados
otros microorganismos (Beighton 2005); S. mutans usa eficientemente sacarosa
dietética (y posiblemente almidén) para sintetizar velozmente exopolisacaridos
(EPS) usandoglucosiltransferasas y una fructosiltransferasa que se adsorbe a las
superficies, se adhiere tenazmente a las superficies recubiertas de glucano, y es

acidogénico y tolerante a los acidos.

S. mutans

Los microorganismos orales son cruciales para que inicie y progrese la
caries dental. Entre los diversos microorganismos que se han estudiado S.
mutans ha sido considerado como uno de los organismos que generan caries que

presenta mayor virulencia (Berkowitz 2006).



En el afio de 1924, Clarke identifico y logro aislar a partir de lesiones
cariosas un coco gram positivo que se presentaba en forma de cocobacilo
(ovalado) en un medio con un pH bajo y en forma de coco (redondo) en un medio
con pH alto debido a esta variacion en su forma lo llamo S. mutans. (Loesche
1986). Fue a finales de la década de 1950 cuando S. mutans capto la atencion de
la comunidad cientifica y, a mediados de la década de 1960, los estudios clinicos y
de laboratorio identificaron al S. mutans como un agente etiologico importante en

la caries dental (Loesche 1986).

El potencial cariogénico del S. mutans es debido a tres cualidades
centrales: la capacidad de sintetizar grandes cantidades de polimeros
extracelulares de glucano a partir de sacarosa que ayudan en la colonizacion
permanente de superficies duras y en el desarrollo de la matriz polimérica
extracelular in situ, la capacidad de transportar y metabolizar una amplia gama de
carbohidratos en acidosorganicos, y su capacidad de sobrevivir en condiciones de

estrés ambiental, particularmente en un pH bajo. (Lemos et al. 2008).
Enjuagues bucales

Los primeros informes del uso de soluciones como enjuagues bucales estan
relacionados con la medicina india y china. En la antigua Grecia, se documento6 que

Hipocrates recomendo6 una mezcla de sal, alumbre y vinagre (Stuart 1997).

Afos después, las cosas cambiaron cuando Anton van Leeuwenhoek
descubrid bacterias vivas en sus dientes. Encontré que los organismos eran viables
y que perdian su viabilidad cuando se exponian al brandy. Luego concluy6 que el
alcohol tiene la capacidad de inactivar un organismo viable (Keoke et al. 2009). En
la década de 1880, Willoughby D. Miller (odontélogo capacitado en microbiologia)
fue el primero en proponer el uso de un enjuague bucal antimicrobiano que contenia
compuestos fendlicos para combatir la gingivitis (Jackson 1997). La era moderna

del enjuague bucal comenzé con la introduccion de Listerine en 1914 como



un remedio de venta libre para el mal aliento (Zyl et al.2010). El siguiente avance
ocurrio en la década de 1960, Harald Loe demostré que un compuesto a base de
clorhexidina podia prevenir la acumulacién de placa dentobacteriana. (Lang et al.
1972).

Los enjuagues bucales son soluciones utilizadas para eliminar o destruir
las bacterias bucales que actiian como astringente y tienen un efecto terapéutico al
prevenir o aliviar las enfermedades bucales, principalmente la caries dental, la
gingivitis y la periodontitis. Sin embargo, estos beneficios terapéuticos relativos no
han sido claramente definidos (Akande et al. 2010). 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 que a partir de esta edad los nifios saben

enjuagarse la boca sin tragar la solucion (Zero 2006).

En las ultimas décadas, el uso de enjuagues bucales se ha vuelto mas
comun, generalmente después del control mecanico del biofilm. Los enjuagues
bucales son un vehiculo ideal para agregar productos quimicos y son valorados por
el publico por su facilidad de uso, ademas de su capacidad para la reduccion de la
biopelicula y sus efectos refrescantes del aliento (Cummins et al. 1992; Moran 1997,
Serra 2016).

En general, los antisépticos orales no tienen una composicion compleja
(sales de fluor, cloruro de cetilpiridinio [CPC], triclosan y xilitol) (Gémez Capurro et
al. 2001; Uzer Celik et al. 2016). La actividad antimicrobiana de cada enjuague
bucal varia principalmente debido al ingrediente activo presente y la presencia o

ausencia de flior (Zero 2006a).

El fluoruro de sodio, el cloruro de cetipiridinio, el triclosan, la clorhexidina,
el timol y el xilitol son los componentes activos mas comunes de los enjuagues
bucales porgque tienen un efecto cariostatico sobre las biopeliculas dentales (Zero

2006; Osso et al. 2013). Los estudios clinicos han demostrado que los enjuagues



bucales con fluoruro y clorhexidina pueden reducir eficazmente la infeccion por S.
mutans (Subramaniam et al. 2011) Algunos de los efectos secundarios de la
clorhexidina incluyen decoloracion de los dientes, alteracion del gusto y
descamacion de la mucosa (Ghapanchi et al. 2015).

Fluoruro de sodio.

Una de las piezas centrales en las estrategias para prevenir la caries ha
sido el tratamiento con fluoruro, este va desde la introduccion de los esquemas de
fluoracion del agua el cual estd presente desde hace mas de cinco décadas
(Murray 1976).

El fluoruro es ampliamente usado debido a que se considera un
agente anticaries. Los productos que contienen fluoruro, como el agua fluorada,
el enjuague bucal, la pasta dental, juegan un papel importante en laprevencion de
las caries (Horowitz and Maas 2003). Reduce la solubilidad del esmalte y
promueve su remineralizacibn como un mecanismo potencial para el efecto
anticaries del fluor. Hallazgos previos sugieren que el fluoruro inhibe a S. la
hidroxiapatita mutans emerge (Cate 1999; Pandit et al. 2013) y también inhibe
la formacion de acidos, laresistencia a los acidosy la  produccion

de glicosiltransferasa en las biopeliculas de S. mutans (Bowen and Hewitt 1974).

Es importante sefialar que el fluoruro tiene su efecto anticaries
principalmente en el esmalte, ademas presenta un sutil pero importante efecto
antimicrobiano sutil.

Aunque el fluoruro no altera directamente la composicion de la comunidad
microbiana, ayuda a mantener la homeostasis microbiana de la placa al

estabilizarse bajo condiciones cambiantes de azucar y pH (Trahan 1995).
Xilitol

El xilitol es un alcohol de azucar de cinco carbonos (C s H 12 O s), que es

utilizado frecuentemente como edulcorante en gomas de mascar, enjuague bucal y

9



pasta de dientes, ademas, lo podemos encontrar naturalmente en frutas y verduras

(ciruelas, fresas, coliflor y calabaza) (Rehman et al. 2015).

El xilitol es mejor conocido por sus beneficios dentales, como la reduccion
del riesgo de caries dental. (Janakiram et al. 2017). Este es un sustituto natural del
azucar que no es cariogénico debido a que este no lo pueden metabolizar las
bacterias orales (Scand 1975). El xilitol inhibe el crecimiento y el metabolismo de S.
mutans. Por lo tanto, el recuento de este en la cavidad bucal puede disminuir (K6hler
2007).

El mecanismo de accion del xilitol descrito en estudios previos nos
muestran que no solo la fermentacion de la mayoria de microrganismos en la
placa dentobacteriana es ineficaz sino que la placa no se descompone
significativamente en productos finales acidos, ademas que se estimula a la
produccion salival y aumenta su capacidad buffer, evita la acumulacion de placa
asi como a las bacterias que producen la caries, ademas de inhibir la
desmineralizacion nos ayuda promover la remineralizacion de esmalte;
(Jannesson et al 1997; Amaechi et al. 1998; Makinen et al. 2001; Campus et al
2003).

La combinacion de fluoruro con xilitol ha demostrado que inhibe el
crecimiento y la produccion de acidos provenientes de los microorganismos

cariogénicos en estudios in vitro (Hayes 2001).
Cloruro de cetilpiridinio

Los compuestos de amonio cuaternario como el cloruro de cetilpiridinio
(CPC) se han utilizado durante mucho tiempo como agentes antimicrobianos de

amplio espectro contra las bacterias bucales (Rustogi et al. 1990). A su vez es

10



bactericida y bacteriostatico y mata rapidamente las bacterias
grampositivas (Haps et al. 2008). También tiene efectos antivirales sustanciales
contra ciertos virus (Rustogi et al. 1990) y fueron uno de los tres Unicos sistemas
antimicrobianos clasificados como seguros y eficaces en el tratamiento contra la
gingivitis causada por placa cuando su formula esta en el rango de concentracion
de 0.05-0.10%.

Se ha demostrado que el CPC es eficaz para reducir el biofilm dental
supragingival y subgingival, lo que también reduce la respuesta inflamatoria
(Garcia-Godoy et al. 1990; White et al. 2008).

El cloruro de cetilpiridinio tiene un gran potencial tanto para la actividad
antibacteriana como por la ausencia de efectos secundarios graves, y se adsorbe
facilmente en las superficies orales, pero su contenido es limitado (Bermejo 2016;
Vilchez 2017). El cloruro de cetilpiridinio es una molécula cargada positivamente
gue se une a bacterias cargadas negativamente y puede ejercer su actividad
antimicrobiana a través de varios mecanismos (Ramalingam et al. 2012). Primero,
degrada la bicapa lipidica de la célula, lo que interrumpe la regulacion de la
permeabilidad de la membrana y conduce a la fuga del contenido celular (Gjermo
etal.), por lo tanto, el uso de productos que contienen cloruro de cetilpiridinio para
limitar la formacion de biopeliculas y la adhesion bacteriana en las superficies
dentales puede ayudar a prevenir enfermedades orales como gingivitis, periodontitis

y caries dental (Ramalingam et al. 2012).
Prueba de difusién en disco.

Para establecer la susceptibilidad de distintas bacteria y hongos ante
agentes antimicrobianos in vitro se pueden usar distintos métodos de laboratorio,
estos suelen ser diferentes en sus principios y en la sensibilidad que pueden
presentar haciendo que los resultados puedan variar dependiendo del método que
fue seleccionado los microorganismos que se usaran y que tan solubles son los

compuestos. Han sido varios los autores que han debatido los problemas
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comunes inherentes a los ensayos antimicrobianos, de alli la importancia
de conocer los criterios para estas pruebas de actividad bioldgica (Vanden Berghe
1991; Cole 1994).

Este método es una buena eleccion debido a que presenta la ventaja que
sus resultados obtenidos son altamente reproducibles ademéas que lo respaldan
distintos datos tanto clinicos como de laboratorio (Barry et al.1979). Este método
se basa en el descrito originalmente por Bauer et al., (método de Kirby-Bauer).
Esta prueba se basa en cuantificar la reaccion obtenida en un grupo se sustancia
gue seran probadas cada una sobre cepas bacterianas aisladas de algin proceso
infeccioso (Barry et al. 1979).
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IV. Hipotesis

Hipotesis de trabajo

Fluoxytil es el enjuague bucal pediatrico que genera mayores halos de
inhibicién sobre cepas de Streptococcus mutans que Colgate Plax Kids y Dental
kids.

Hipotesis nula
Fluoxytil es el enjuague bucal pediatrico que genera menores halos de

inhibicion sobre cepas de Streptococcus mutans que Colgate Plax Kids y Dental
kids.
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V. Objetivos

V.1 Objetivo general

Determinar que enjuague bucal pediatrico es el que genera mayores halos
de inhibicién sobre cepas de Streptococcus mutans Fluoxytil, Colgate Plax Kids o
Dental kids.

V.2 Objetivos especificos

o Medir el halo de inhibicion que genera el enjuague bucal
pediatrico Fluoxytil en cepas de Streptococcus mutans en cajas Petri.

o Medir el halo de inhibicibn generado por el enjuague bucal
pediatrico Colgate Plax Kids en cepas de Streptococcus mutans en cajas
Petri.

o Medir el halo de inhibicidbn generado por el enjuague bucal
pediatrico Dental kids en cepas de Streptococcus mutans en cajas Petri.

o Comparar los resultados obtenidos de las pruebas in vitro con
los enjuagues bucales pediatricos Fluoxytil Colgate Plax Kids y Dental kids.

14



VI. Material y métodos
VI.1 Tipo de investigacion
Experimental in vitro.
V1.2 Poblacién o unidad de analisis

Cajas Petri de 90 x 15 mm de plastico que contengan siembra en agar
tripticasa soya de Streptococcus mutans.

VI.3 Muestray tipo de muestra

10 cajas Petri inoculadas con Streptococcus mutans con 5 discos
impregnados con agua estéril, clorhexidina al 2%, enjuague bucal Fluoxityl,

Colgate Plax kids y Dental kids.

VI.3.1 Criterios de seleccion
Criterios de inclusion
Cajas Petri inoculadas con cepas de Streptococcus mutans.

Criterios de exclusion
Cajas Petri contaminadas en el transcurso y al finalizar el proceso de
esterilizacion.
Cajas Petri que se hayan roto durante el estudio.

Discos contaminados y mal manipulados.
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Criterios de eliminacion

Se eliminaran todas aquellas muestras que sufran algin imprevisto durante

el desarrollo de las pruebas que imposibilite evaluar las variables de interés.
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V.3.2 Variables estudiadas

Variable Definiciéon Definiciéon Tipo de Escala de | Unidad de
conceptual operacional variable medicion | medida
El area alrededor
del disco de
antibiético en un
antibiograma L . .
ntitativ ntin Milimetr
donde no ocurre El halo de Cuantitativa Continua etros
Halo de crecimiento inhibicion se
inhibicion bacteriano en una | mide con una
placa de agar regla en
inoculada con un milimetros.

tipo especifico de
bacteria.
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Variable

Definicién
conceptual

Definicion
operacional

Tipo de
variable

Escala
de
medicién

Unidad
de
medida

Enjuague
bucal
Fluoxytil

Enjuague que aporta
fldor al esmalte dental
que refuerza las
capas externas del
diente, disminuyendo
asi la vulnerabilidad
frente a los agentes
agresores como
azucares y
carbohidratos que
producen la caries
dental.

Cinco
microlitros
en papel
filtro estéril
de 5 mm de
diametro.

Cualitativa

Nominal

Enjuague
Colgate
Plax Kids.

Enjuague bucal con
flior que ayuda a
fortalecer el esmalte y
brinda protecciénanti-
caries.

Cinco
microlitros
en discos de
papel filtro
estéril de 5
mm de
diametro.

Cualitativa

Nominal

Enjuague
Dental kids

Enjuague bucal sabor
tutti-frutti.

Cinco
microlitros
en discos de
papel filtro
estéril de 5
mm de
diametro.

Cualitativa

Nominal
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V1.4 Técnicas e instrumentos

Se incubaron las cajas Petri con cultivos de S. mutans en agar Tripticasa de
soya, con los 5 discos de papel filtro. El primer disco embebido con el enjuague
Fluoxytil, el segundo embebido con el enjuague Colgate Plax kids y un tercero
embebido con el enjuague Dental kids. Un cuarto disco con clorhexidina al 2% vy el

quinto disco impregnado con el control negativo; que es agua inyectable.

VI.5 Procedimientos
Preparacion del agar Tripticasa de soya.

Se peso 12 gramos de tripticasa de soya, 3 gramos de extracto de levadura
de soya, y 4.5 gramos de sucrosa en una bascula analitica previamente tarada.

(llustracion 1a)
Se vertio en un matraz Erlemeyer de un litro. (llustracion 1b)

Con ayuda de una probeta se midio 300 ml de agua estéril y se vertié enel

matraz Erlenmeyer. (llustracion 1b)

Se calento hasta que se obtuvo el punto de ebullicion, mientras se mezclo

el agar hasta que este se disolvid. (llustracion 1c)

Se procedié a esterilizar la solucion por 20 minutos en un rango de 121° a

126°. (llustraciéon 1d)

Durante 10 minutos se dej6 reposar para disminuir la temperatura de la

solucioén.
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Se vacio la solucion en 10 cajas Petri estériles en un lugar previamente

desinfectado mientras que evitdbamos la formacion de burbujas.
Esperamos su gelificacion por 15 minutos.

Se coloco a las cajas Petri en unaincubadora por 24 horas.

llustracion 1 Proceso de realizacion del agar.
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Siembra de cepas y colocacién de discos.

Después de 24 horas se retiraron las cajas Petri de la incubadora y
enseguida se procedio a la siembra en un campo estéril, por medio de dos mecheros
de bunsen encendidos.

Se sumergi6é un hisopo estéril en el tubo de cultivo liquido que contenia la
cepa de Streptococcus mutans del laboratorio de Investigacion Odontoldgica
Multidisciplinaria de la facultad de medicina de la UAQ.

Se comenz6 a colocar en la caja Petri uniformemente para lograr un

crecimiento monocapa, se realiz6 esto en todas las cajas Petri. (llustracion a y b)

Se procedié a rotular las cajas Petri para poder identificar que sustancia

contenia cada disco colocado.

Se impregno cada uno de los discos con la ayuda de una pipeta automatica
con 5 pL un disco (previamente estéril y de 5mm de diametro) con agua estéril que
fue el control negativo, otro con 5 pL de clorhexidina que fungié como control
positivo y por ultimo tres discos que iban impregnados con 5 pL del enjuague
Fluoxityl, otro con Colgate Plax kids y por ultimo el enjuague Dental kids.

(llustracionc y d)

Se coloco cada disco en cada una de las cajas Petri con pinzas estériles
de manera firme y teniendo el debido cuidado para no tallar ni rasgar el agar.

(llustracioén e)

Las placas se dejaron en la incubadora durante 24 horas a una

temperatura de 37°C. (llustracion f)
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e)

llustracién 2 Proceso de siembra de cepas y colocacion de discos en cajas
Petri.

Medicion de halos de inhibicién.

24 horas después de laincubacion se procedi6é a tomar evidencia

fotograficade cada caja Petri.

Las imagenes se usaron para realizar un andlisis en la computadora con la

ayuda del programa Imagen J.
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Se hizo una recoleccion de datos en el programa Excel de los diametros de

los halos de inhibicidn.

Manejo de residuos

Las cajas Petri usadas fueron sometidas a un ciclo de esterilizacion en

autoclave 121 °C por 15 min para su inactivacion y posteriormente ser desechadas.

VI.5.1 Analisis estadistico

Se realizo una estimacion el promedio, el rango y la desviacion estandar

de los valores obtenidos.

Usamos la prueba Kolmogorov-Smirnov con esta se verifico que los
valores seguian una distribucion normal, después sometimos los datos a la prueba

de Anova y realizamos el Post Hock de Tukey.

VI.5.2 Consideraciones éticas

Las cajas Petri usadas se sometieron a un ciclo de esterilizacion en
autoclave 121 °C por 15 min para su inactivacion y posteriormente ser desechadas.
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VI. Resultados

En el cuadro 1 se presentan los valores de la actividad antimicrobiana
generada por los tres enjuagues dentales contra el Streptococcus mutans.

Cuadro 1. Cuadro de comparacién en mm de los halos de inhibicién
generados en la prueba difusion en agar.

Clorhexidina  Colgate Plax _ Fluoxityl Agua
+) kids Dental kids y )

Enjuague (n=10) (n=10) Valor de
(n=10) (n=10) (n=10) P
X +DE
(Rango)
<0.0001

Diametro 2131 +2.19 1522+1.54 11.06+1.05

de los
halos de (26.22 — (17.43- (30.29 - 0 0
inhibicion. 19.13) 12.23) 10.55)

X: Promedio; DE: Desviacion estandar; mm: Milimetros; n: nimero de
muestra; (+) Control positivo; (-) Control negativo.

Prueba estadistica Anova

Grafica 1. Comparacion del diametro de los halos de inhibicion generados

en la prueba de difusién en agar.
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Cuadro 2. Comparacion del diametro en mm de los halos de inhibicién Post hoc entre
enjuagues.

Valor de P

Clorhexidina (+) Colgate Plax kids <0.0001
Clorhexidina (+) Dental kids <0.0001
Clorhexidina (+) Fluoxityl <0.0001
Clorhexidina (+) Agua (-) <0.0001
Colgate Plax kids  Dental kids <0.0001
Colgate Plax kids  Fluoxityl <0.0001
Colgate Plax kids  Agua (-) <0.0001
Dental kids Fluoxityl <0.0001
Dental kids Agua (-) <0.0001
Fluoxityl Agua (-) ns

Post hoc Tukey (+) Control positivo (-) Control negativo
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VII. Discusién

En la actualidad se comienza a usar mas coadyuvantes para la higiene
bucal con el fin de prevenir la caries dental y mejorar la salud oral. Un enjuague
bucal completo no debe causar dafios en mucosa, no debe causar decoloracion en
los dientes, ser eficaz contra bacterias que generan caries y tener un buen sabor
Con esta finalidad se decidi6 analizar tres enjuagues bucales diferentes para

evaluar la generacion de halos de inhibicién contra S. mutans.

En la parte experimental que se llevd a cabo en esta investigacion se
observo que los enjuagues bucales Colgate Plax kids y Dental kids generaron halos

de inhibicion mientras que el enjuague bucal Fluoxytil no genero halos de inhibicion.

Después de realizar las mediciones pertinentes se encontré que Colgate
Plax kids fue el que obtuvo mejores resultados generando halos de inhibicion contra
una cepa de S. mutans que los enjuagues Dental Kids y Fluoxytil, rechazando la

hipétesis generada al principio de esta investigacion.

En esta revision bibliografica realizada se encontraron articulos que
apoyaron el presente estudio por ejemplo el realizado por Hildebrandt et al. en
2010 en el cual se dividieron a 105 persona en tres grupo; el control positivo el
cual estaba conformado por 35 personas las cuales masticaron goma de mascar
con Xilitol tres veces al dia por cinco minutos, el grupo experimental en el cual
habian 36 personas uso enjuague que contenia xilitol durante un minuto dos veces
al dia y por ultimo el control negativo conformado por 34 personas las cuales no
usaron ningun producto. Al pasar 3 meses se realizo el andlisis de las UFC de
cada grupo que después de realizar las pruebas estadisticas las diferencias entre
los tres grupos no fueron estadisticamente significativas. A pesar de la diferencia
en el proceso que se llevd para realizar dichos estudios no se observo que el xilitol
en ninguna de sus dos presentaciones a pesar de las diferentes concentraciones

gue presentaban ayudara a reducir el conteo de S. mutans.
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Un estudio realizado por LeBel et al. en 2020 valoro mediante una prueba
de difusion en disco, una dilucion en microplaca y los protocolos estandar europeos
para antisépticos, la actividad antimicrobiana contra S. mutans ATCC 25175y S.
sobrinus ATCC 33478. Los enjuagues bucales que se probaron fueron X-PUR
OptiRinse que contiene 0.05 % de fluoruro de sodio, 0.05% de cloruro de
cetilpiridinio y 10% de xilitol, X-PUR Opti-Rinse con 0.2 % de fluoruro de sodio, 10%
de xilitol y 0.05% de cloruro de cetilpiridinio; en este se us6 como control positivo
PerioGard el cual contiene en su férmula gluconato de clorhexidina al 0.12 % y
alcohol al 11.6 %. Utilizando tres ensayos antimicrobianos diferentes, se llego a la
conclusion que ambos enjuagues bucales eran altamente activos contra los dos
microrganismos. Este respalda los resultados obtenidos ya que el enjuague que
presentaba cloruro de cetilpiridinio demostro tener un efecto antimicrobiano ademas
de que en ambos estudios se uso la prueba de difusion en disco causa probable

para obtener resultados similares.

Evans et al. en 2015 realizaron una comparacion en la inhibicion del
crecimiento de S. mutans, S. sanguis y L. acidophilus usando cuatro enjuagues
bucales con distintas formulaciones como; clorhexidina, floruro de sodio, cloruro de
cetilpiridinio y aceites esenciales ademas de compararlos con otras sustancias
como hipoclorito y yodopovidona. Se usaron cajas Petri con agar Mueller -Hilton y
en esta se formaron cuatro pozos de 5 mm de diametro y por encima de estos se
les coloco un papel filtro, en los cuales previamente se colocaron sesenta
microlitros de enjuague bucal o alguna de las otras soluciones. Las placas de
cultivo se incubaron a 37 °C durante 72 horas. Las areas de inhibicion del
crecimiento se midieron directamente usando un micrometro. Todos los
experimentos y mediciones se realizaron por triplicado y se obtuvieron las
desviaciones media y estandar. Se utilizé solucion salina tamponada con fosfato

como control negativo.

Los enjuagues bucales que contenian en su férmula fluoruro de sodio
(Neutrafluor 220), clorhexidina (Savacol) y cloruro de cetilpiridinio (Cepacol) fueron
los anicos productos que produjeron efectos inhibidores del crecimiento contra S.

mutans y S. sanguinis. Estos enjuagues bucales produjeron una inhibicion similar
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del crecimiento de S. mutans y S. sanguinis (p > 0,05). Savacol produjo la mayor
inhibiciébn media del crecimiento de S. sanguinis y S. mutans en comparacién con
Neutrafluor 220 y Cepacol. En este estudio obtuvimos resultados similares en el
cual nuevamente el enjuague que contenia cloruro del cetilpiridinio genero halos
de inhibiciéon junto con el enjuague que contenia fluoruro de sodio ademas de que
se confirmo en este estudio que los enjuagues a base de clorhexidina presentan
los mayores efectos de inhibicién siendo el estandar para un control positivo.

En la revision bibliogréfica realizada hay estudios que no respaldan los
resultados obtenidos en este estudio como el de Elsalhy et al. el cual se llevé a cabo
en 2012 en el cual se dividieron setenta y dos pacientes en dos grupos donde el
primer grupo uso un enjuague bucal con xilitol al 20% y un segundo con sacarina
al 15% después de 4 semanas se evalud si hubo alguna diferencia en los niveles
de UFC al principio y al final de este estudio y se encontraron una disminucion
estadisticamente significativa en el grupo que uso el enjuague con xilitol y no
hubieron cambios en los pacientes que usaron el enjuague con sacarosa. La
diferencia en estos resultados comparados con los que nosotros obtuvimos puede
deberse al porcentaje que contiene el enjuague del estudio comparado con el que
nosotros usamos en el laboratorio el cual no declara las concentraciones presentes
de cada componente a diferencia de este estudio, asi como el que el método que
nosotros usamos no evaluamos las UFC.

Arunakul et al. en 2011 realiz6 un estudio comparando tres soluciones
diferentes para saber si estas disminuian los niveles de S. mutans en saliva. Las
soluciones usadas fueron tres; la primera contenia fluoruro de sodio al 0.05 %, la
segunda era xilitol al 12.5 %, y por dltimo una solucion que contenia una
combinacion de fluoruro de sodio al 0.05 % con xilitol al 12.5 %. Se dividieron en
cuatro grupos a ochenta pacientes sanos de 8-9 afios que presentaron altos niveles
de UFC de S. mutans. Los pacientes usaron 10 ml del enjuague durante un minuto
3 veces al dia durante 10 semanas. Se recolectaron muestras de saliva de cada
paciente, 5 semanas y 10 semanas después del usar cada enjuague para
determinar los niveles de S. mutans en saliva. Se observo que hubo una reduccion

significativa en el recuento de S. mutans en sujetos que usaron enjuague que
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contenia fluoruro de sodio al 0.05 % mas xilitol al 12.5 % sobre otros grupos después
de 5 semanas y también a las 10 semanas y xilitol al 12.5 % mostro disminucion en
sus valores solo después de 10 semanas en comparaciéon con el valor inicial. En
este estudio observamos que se disminuyeron las UFC esto después de usar en
repetidas ocasiones los enjuagues bucales ademas que se vieron mejores
resultados cuando el porcentaje del xilitol en la solucion era mayor. En nuestro
estudio solo usamos una misma concentracion la cual no es declarada en el

enjuague bucal Fluoxityl.

Se relacion6 dicha actividad con la presencia de cloruro de cetilpiridino en
los enjuagues bucales que generaron halos de inhibicion, contra el enjuague bucal
gue no presentaba dicho compuesto.

La diferencia entre los resultados de ambos compuestos puede ser debido
a los mecanismos de accion que son diferentes en cada sustancia principal de los

tres enjuagues bucales.

Mientras que el cloruro de cetilpiridinio actla a partir de la absorcion de este
en la pared celular, posteriormente interfiiendo en el metabolismo bacteriano
ocasionando la perdida de material citoplasmatico y generando por ultimo la muerte
celular.

El xilitol actia en contra del S. mutans debido a que no puede ser

metabolizado por estas bacterias.

Sin embargo, se sugiere continuar con estudios para comprobar si dichos

compuestos son los responsables de la actividad inhibitoria del S. mutans
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VIII. Conclusiones

En este estudio se obtuvo como conclusién que a pesar de que hay
coincidencias con una variedad es estudios también hay ciertas discrepancias, por
lo cual se podrian realizar nuevos estudios con concentraciones diferentes para
tener mas resultados que respalden esta investigacion.

Los halos de inhibicion con mayor diametro fueron los generados por el
control positivo Clorhexidina al 2%, seguido por enjuague bucal Colgate Plax Kids
gue genero un mayor diametro en los halos deinhibicién sobre cepas de S. mutans
seguido del enjuague Dental kids. Y por ultimo podemos observar que Fluoxytil asi

como el control negativo agua estérii no generd halos de inhibicion.
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IX. Propuestas

En otras investigaciones a futuro se podria valora in vitro cada enjuague
bucal con otras cepas bacterias precursoras de caries en pacientes pediatricos;

ademas del S. mutans.

En estudios in vivo se podria evaluar diferentes aspectos de cada enjuague
como si se presenta disminucién de placa dentobacteriana en pacientes infantiles
gue hayan usado estos enjuagues bucales, ademas de si hay algin efecto

terapéutico como desinflamacion de tejidos blandos.
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