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Potencial antimicrobiano de los enjuagues bucales para ninos

Elis Fernanda Ferreira Barros' "', Gabriela Leddido? "~ , Fernanda Vieira Belém?® © ,
Luna Chagas Clementino®© , Paulo Antbnio Martins-Junior* ©, Marco Aurélio Benini Paschoal*

Resumen: Introduccion: Poco se sabe del potencial antimicrobiano de los enjuagues bucales sobre la bacteria
Streptococcus mutans. El objetivo de este estudio in vitro fue investigar los efectos antimicrobianos de los
enjuagues bucales para nifos contra esas bacterias. Materiales y métodos: En este estudio in vitro, se usé
la cepa de S. mutans para realizar zonas de inhibicién mediante prueba de difusién en agar. Las placas de
agar Brain Heart Infusion (BHI) se dividieron en cuadrantes: G1 - cloruro de cetilpiridinio (Cepacol Teen®);
G2 - xilitol y triclosan (Dentalclean Garfield®); G3: Malva sylvestris, xilitol (Malvatrikids Jr®) y G4: solucion de
tampodn fosfato salino (PBS). Después del ajuste de las bacterias, se sembro una alicuota de cada grupo en
el agar BHI y se transfirié a una atmdsfera a 37°C durante 48 horas para realizar las mediciones de las zonas
de inhibicion. Los datos se analizaron mediante ANOVA de un factor para la comparacion entre grupos (a =
0,05). Resultados: Se verificaron zonas de inhibicion solo para G1 (10,82 + 2,13) y G3 (12,75 + 1,04). No se
verificé diferencia estadistica significativa entre G1 y G3 (p = 0,287) y G2 y G4 (p = 0,05). Conclusion: A pesar
de los efectos beneficiosos de los enjuagues bucales, una combinacién de xilitol y triclosan no fue eficaz para
controlar el crecimiento de S. mutans en esta condicién in vitro.

Palabras clave: Bacteria; Antisépticos Bucales; Streptococcus mutans, nino, técnicas in vitro.

Potencial antimicrobiano dos enxaguantes bucais para criancas

Resumo: Introducao: Pouco se sabe sobre o potencial antimicrobiano dos enxaguantes bucais em relacdo
a bacteria Sreptococcus mutans. O objetivo deste estudo in vitro foi investigar o efeito antimicrobiano de
enxaguatoérios bucais infantis contra essa bactéria. Materiais e métodos: Este estudo in vitro utilizou a cepa
de Streptococcus mutans para gerar zonas de inibicdo por meio do teste de difusdo em agar. As placas de
agar BHI foram divididas em quatro quadrantes, seguindo os grupos: G1- Cloreto de Cetilperidineo (Cepacol
Teen®); G2- xilitol e triclosan (Dentalclean Garfield®); G3- Malva silvestres e xilitol (Malvatrikids Jr®) e G4-
solucio salina tamponada com fosfato. Apds o ajuste das bactérias, uma aliquota de cada grupo foi semeada
no agar BHI e transferida para uma atmosfera a 37°C por 48 horas, para medir as zonas de inibicdo. Os dados
foram analisados, utilizando ANOVA one-way, para comparacio intergrupos (a = 0.05). Resultado: As zonas
de inibicdo foram verificadas em G1(10.82+2.13) e G3(12.75 +£1.04), com auséncia de zonas de inibicdo para
outros grupos estudados. Nio foi verificada diferenca estatisticamente significante entre G1 e G3 (p=0,287) e
G2 e G4 (p=0.05). Conclucao Apesar dos efeitos benéficos dos enxaguantes bucais, uma combinacao de xilitol
e triclosan nao foi eficaz no controle do crescimento de S. mutans nessa condicao in vitro.

Palavras-chave: bacterias; antissépticos bucais; Streptococcus mutans, crianca, técnicas in vitro.
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Antimicrobial potential of child mouthwashes

Abstract: Introduction: Little is known about the antimicrobial potential of mouthwashes in Streptococcus
mutans bacteria. The objective of this in vitro study was to investigate the antimicrobial effects of infant
mouthwashes against those bacteria. Materials and methods: This in vitro study used S. mutans strain
to perform inhibition zones by agar diffusion test. Brain Heart Infusion (BHI) agar dishes were divided
into quadrants: G1 - cetylperidinium chloride (Cepacol Teen®); G2 - xylitol and triclosan (Dentalclean
Garfield®); G3 - Malva sylvestris, xylitol (Malvatrikids Jr®) and G4 - phosphate buffer saline (PBS).
After adjustment of bacteria, an aliquot of each group was plated on the BHI agar and transferred to an
atmosphere at 37°C for 48 hours to perform the inhibition zones measurements. The data was analyzed
by one-way ANOVA for intergroup comparison (a = 0.05). Results: Inhibition zones were verified only
to G1 (10.82 £ 2.13) and G3 (12.75 £ 1.04). No significant statistical difference was verified between
G1 and G3 (p = 0.287) and G2 and G4 (p > 0.05). Conclusion: Despite of the beneficial effects of
mouthwashes, a combination of xylitol and triclosan was not effective to control S. mutans growth in
this in vitro condition.

Key words: bacteria; mouthwashes, Streptococcus mutans, child, in vitro techniques.

Introduccion enfermedad.* Esta puede ser una forma
inocua y eficiente de proporcionar agentes

Actualmente, la caries dental se considera antimicrobianos que eviten la adhesién

una disbiosis debido a un cambio
microbiano en el ambiente oral que permite
el crecimiento de bacterias cariogénicas,
especialmente Streptococcus mutans (S.
mutans).! Este desequilibrio, en parte, se
debe al alto contenido de azucares en la
dieta, que disminuye los niveles de pH
oral y favorece la desmineralizacion de
las estructuras duras de los dientes.? En
consecuencia, la etiologia de la caries
dental es multifactorial y, por lo tanto,
implica no solo la presencia de biopelicula,
sino también el flujo y la capacidad tampdn
de la saliva, la cantidad y frecuencia
de ingesta de azucares, y frecuencia y
calidad del cepillado dental. Ademas, otros
factores indirectos como los ingresos, la
educacion y el comportamiento individual
también pueden influir en la progresién de
esta condicion.®

De esa forma, el uso de enjuagues
bucales se considera un enfoque factible
a nivel individual para el control de esta

y el crecimiento bacteriano.> Entre los
antimicrobianos mas utilizados, el cloruro
de cetilpiridinio, triclosan y gantrez,
clorhexidina y xilitol® se consideran
opciones viables debido a sus propiedades
bactericidas y bacteriostaticas. En este
sentido, una revisidon sistematica que
involucré estudios con ninosy adolescentes
encontré evidencia de alta calidad de que
el uso de clorhexidina en los enjuagues
bucales contribuye a una reduccidn
significativa de la placa dental.” Sin
embargo, aln se necesitan mas estudios
para confirmar los efectos del uso de
clorhexidina en prevenir la caries dental
o reducir los niveles de S. mutans en este
grupo de edad.®? Adema3s, la incorporacion
de ion fluoruro puede proporcionar
proteccion y remineralizacion del ambiente
bucal del huésped durante los ciclos de
disminucion del pH. Por tanto, su uso
es muy recomendable para pacientes
con riesgo de desarrollo de caries, con
coordinacién motora inmadura y para
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individuos cuya desorganizacién del biofilm
es insatisfactoria.é?-1!

Los enjuagues bucales se pueden
encontrar facilmente en los mercados y se
comercializan sin necesidad de prescripcién
médica, lo que da como resultado el libre
acceso ala poblacién, sin atencion especial.
Aunque los enjuagues bucales presentan
resultados satisfactorios cuando se
prescriben y utilizan correctamente, su uso
indiscriminado conlleva varias desventajas
que pueden superponerse a los beneficios,
como los riesgos de alteracion del gusto y
alteraciones patoldgicas de la mucosa.'?13
Ademas, tienen potencial para modificar
la homeostasis del entorno local, lo
que resulta en resistencia bacteriana
o colonizacion de la mucosa oral con
nuevos microorganismos, especialmente
en nifos.2¢%* Se debe prestar especial
atencion al uso no prescrito y no
controlado en ninos, particularmente en
aquellos donde esta madurando/formando
su microbiota oral.'?'* Considerando
todo lo anterior y el escaso acceso a
informacién relevante y actualizada sobre
enjuagues bucales para ninos, el propodsito
de este estudio fue investigar los efectos
antimicrobianos de los enjuagues bucales
para ninos contra S. mutans.

Materiales y métodos
Grupos evaluados

Se evalué la susceptibilidad de la cepa de
S. mutans UA 159 (ATCC700610) a los
siguientes agentes antimicrobianos que se
encuentran en los enjuagues bucales para
nifios: G1 - cloruro de cetilpiridinio (Cepacol
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Teen®, Suzano, Brasil); G2 - «xilitol y
triclosan (Dentalclean Garfield®, Londrina,
Brasil) y G3 - Malva sylvestris, xilitol
(Malvatrikids Jr®, Rio de Janeiro, Brasil).
Se utilizé una solucién de tampdn fosfato
salino (PBS - Laborclin®, Pinhais, Brasil)
como grupo de control (G4). Es importante
sefnalar la presencia de fluoruro de sodio
(NaF a 225 ppm) en todos los productos
evaluados. Todas las soluciones fueron
evaluadas mediante el método de difusion
en agar en medio soélido, verificando las
zonas inhibitorias siguiendo el estandar
de consenso del Comité Nacional de
Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS)
para pruebas microbiolégicas.!®

Preparacion de inéculo bacteriano

Se reactivé una cepa estandar de S. mutans
UA 159 (ATCC700610) en un caldo Brain
Heart Infusion (BHI, Merck®, Darmstadt,
Alemania) a 1% de glucosa y se incubd
con 5% de CO2 a 37°C durante 18-24
horas. Después de la incubacién, el cultivo
se centrifugd durante 5 minutos a 2.800
rpm (Fanem®, Sio Paulo, Brasil) y se lavo
en un PBS estéril para eliminar el exceso
del medio de cultivo y luego se centrifugd
nuevamente. Este procedimiento se repitié
dos veces para obtener un sedimento
bacteriano libre de caldo de -cultivo.
A continuacién, se ajustdé la turbidez
(densidad 6ptica) delasuspension mediante
un espectrofotémetro (BEL Engineering®,
Sdo Paulo, Brasil), con una longitud de
onda de 540 nm similar a la solucion stock
de 1x106.16

Método de difusion de agar

En el centro de las placas BHI se sembraron
50pL de solucién ajustada y se esparcieron
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con el apoyo de un mango en L sobre
la superficie de las placas estudiadas.
Posteriormente, se realizaron cuatro pozos
por plato con el objetivo de recibir los
enjuagues bucales probados (G1-G3) y el
grupo control (G4). Luego, se transfirieron a
unaatmoésfera microaerdfilaa 37°C durante
48 horas. Después de este periodo, las
zonas antimicrobianas se midieron con un
paquimetro digital (Digimess Instrumentos
de Precisdo Ltda®, Sao Paulo, Brasil)®>.

Andlisis estadistico

Después de las mediciones, los resultados
se introdujeron en Excel 2010 (Microsoft
Office 2010, EE. UU.) y se analizaron como
estadisticas descriptivas considerando
el resultado como la suma de las medias
de los didmetros de zona (mm) dividido
por el numero de placas utilizadas en
este estudio (n = 9). Después de este
paso, se probé la normalidad de los datos
utilizando la prueba de Shapiro Wilk (p
<0.05). La comparacion intergrupal de los
valores de didmetro inicial y final se realizd
utilizando un andlisis de varianza de un
factor (ANOVA) seguido de una prueba
post hoc de Tukey. El nivel de significancia
se fij6 en 5%. El andlisis de datos se realizd
en el software Statistical Package for Social
Sciences (SPSS para Windows, version
23.0, SPSS Inc., Chicago, EE. UU.).

Resultados

Se crearon zonas de inhibicién para las
muestras G1 (10.82 + 2.13) (Figura 1a) y
G3 (12.75 + 1.04) (Figura 1b), las cuales
presentaron agentes activos de cloruro
de cetilpiridinio y Malva sylvestris/xilitol,

Figura 1. Imdgenes ilustrativas de las zonas de
inhibicidon de todos los grupos mediante el método de
difusion en agar. A. Cloruro de cetilpiridinio. B. Xilitol
y triclosdn (G2). C. Malva sylvestris y xilitol (G3). D.
PBS (G4).

respectivamente (Tabla 1). En las muestras
de G2 (xilitol y triclosan), no se verificaron
zonas de inhibicion (Figura 1c), lo que indica
unafaltadepotencialantimicrobiano contra
S. mutans. Ademas, los resultados de G4
(control negativo) mostraron la confianza
de la prueba microbiana por la ausencia
de zona de inhibicion (sin contaminacion y
tampoco zonas de inhibicién) (Figura 1d).
No se verificaron diferencias significativas
entre G1y G3 (p = 0.27) y entre G2 y G4
(p 2 0,05).

Tabla 1. Zonas de inhibicion (mm)
de los grupos evaluados.

Inhibition zones

Groups (mm)
G1- Cepacol Teen® 10.82 (£ 2.13)
G2- Dentalclean Garfield® 0.0°
G3- Malvatrikids Jr® 12.75(+ 1.04)
G4- PBS 0.0

*Diferentes letras minusculas indican diferencia
estadistica. ANOVA a un factor seguido de la prueba
de Tukey. N = 9.
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Discusion

Los agentes antimicrobianos se han
utilizado comunmente en odontologia
para el control de patologias orales.'!
Los enjuagues bucales son agentes
antimicrobianos eficaces que previenen
la adhesiéon de la biopelicula.® La
reduccion o erradicacién de la biopelicula
estd parcialmente relacionada con el uso
de sustancias quimicas incorporadas
en dentifricos o enjuagues bucales.”'
Se debe investigar el uso generalizado
de enjuagues bucales porque puede
modificar la homeostasis del ambiente
local, resultando en resistencia bacteriana
o colonizacién de la mucosa oral con
nuevos microorganismos.?**  Por lo
tanto, este estudio investigd los efectos
antimicrobianos de los enjuagues bucales
infantiles de cloruro de cetilpiridinio.
(Cepacol Teen®, Suzano, Brasil),
triclosan y xilitol (Dentalclean Garfield®,
Londrina, Brasil), Malva sylvestris y xilitol
(Malvatrikids Jr®, Rio de Janeiro, Brasil)
contracepasdereferenciadeStreptococcus
mutans UA159 (ATCC700610) por el
método de difusion en agar. Este estudio
es relevante al investigar las sustancias
presentes en los enjuagues bucales
comunmente disponibles en los mercados
y la evaluacién de los efectos positivos
y negativos en la microbiota oral, para
ayudar a una mejor indicacion del uso
y frecuencia de los enjuagues bucales,
especialmente en ninos.

Este estudio demostré que el agente
activo cloruro de cetilpiridinio (Cepacol
Teen®, Suzano, Brasil) tenia un efecto
antimicrobiano sobre S. mutans al formar
una zona de inhibicién de 10,82 mm de
tamano. Otros estudios que evaluaron
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la acciéon de enjuagues bucales que
contienen cloruro de cetilpiridinio contra
cepas de microorganismos cariogénicos
presentaron resultados similares a
esta investigacion.'®' Adicionalmente,
Latimer et al.? revelaron que los enjuagues
bucales que contienen el mismo principio
activo también mostraron resultados
satisfactorios contra bacterias orales,
incluyendo S. mutans. En este estudio,
los agentes activos de Malva sylvestris/
xilitol (Malvatrikids Jr®, Rio de Janeiro,
Brasil) también resultaron en una zona de
inhibicion de 12,75 mm. Sin embargo, la
asociacion de triclosan y xilitol no mostré
resultados efectivos. La asociacion entre
xilitol, fluoruro y triclosan ha mostrado,
in vivo, una reducciéon significativa de
las cepas de S. mutans. Este resultado se
puede atribuir al efecto sinérgico de estas
tres sustancias. Se encontré que el xilitol
(edulcorante natural) tiene propiedades
que contribuyen a disminuir el riesgo
de caries, como resultado de reducir la
adhesion y la produccién de acido por la
biopelicula.??

No se observé zona de inhibicidon para
el agente activo triclosan, el cual mostro
no tener accién antimicrobiana contra el
microorganismo probado. Sin embargo,
Prasanth et al.?° evaluaron un enjuague
bucal que contenia triclosan y observaron
una zona de inhibiciéon considerable para
S. mutans. Cabe senalar que el enjuague
bucal utilizado por los autores contenia
alcohol etilico en su composicion, el cual
difiere del enjuague bucal utilizado en el
presente estudio. Sin embargo, el alcohol
etilico no parece influir en la accién
del triclosan sobre la formacién de la
biopelicula.?! Un estudio similar, también
realizado para evaluar el efecto de un
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enjuague bucal que contiene triclosan en
comparacion con la clorhexidina al 0,12%,
demostré una accién similary significativa
entre los grupos considerando |a
reduccion en el niumero de S. mutans
presentado en 30 ninos.?

Conclusion

Entre los enjuagues bucales para ninos
probados, el cloruro de cetilpiridinio
(Cepacol Teen®, Suzano, Brasil) y los
agentes activos Malva sylvestris/xilitol

(Malvatrikids Jr®, Rio de Janeiro, Brasil)
mostraron efectos antimicrobianos sobre
S. mutans. Sin embargo, se necesitan mas
estudios clinicos para dilucidar mejor la
eficacia real de los enjuagues bucales en
este publico especifico.

Aunque hubo un efecto positivo, este
estudio in vitro presenta limitaciones. Se
verificé laacciéon de los enjuagues bucales
con relacion al agente bacteriano S.
mutans, pero no se verificaron los efectos
de estas sustancias sobre la biopelicula
o considerando su  caracteristica
cariogénica. Son necesarios mas estudios
in vitro que incluyan estos factores y se
asocien con el potencial neutralizante
de la accién de la saliva. También se
recomiendan estudios adicionales in
vivo, que pueden dilucidar mejor estos
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