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Resumen

Introducción: la caries dental está asociada a disbiosis de la biopelícula dental. Una 
de las formas más efectivas de prevenirla o controlarla es el uso de enjuagues bucales. 
Sin embargo, en el mercado hay una gran diversidad de estos productos, y son pocos 
los estudios en donde se determine su actividad antimicrobiana en biopelículas. 
Objetivo: evaluar la actividad antimicrobiana de 4 enjuagues bucales comerciales 
contra  4 microorganismos en un modelo de biopelícula in vitro sobre discos de 
HAp. Método: los microorganismos incluidos fueron S. mutans ATCC 35668, S. 
salivarius ATCC 13419, S. sanguinis ATCC 10556 y C. albicans ATCC 14053. Se 
desarrollaron biopelículas (en formato individual y en consorcio binomial) sobre 
discos de HAp por un periodo de 24 horas y se sometieron con cuatro enjuagues 
comerciales a dos tratamientos, uno de efecto inmediato (TEI- 5 minutos) y otro 
residual (TER- 55 minutos). Resultados: la actividad antimicrobiana de todos  
los enjuagues bucales fue muy similar. En las biopelículas mono y polimicrobianas 
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los TEI y TER, se situaron, respectivamente, en rangos de inhibición, de 91,9 a 
100%, y de 97 a 100 %. Conclusión: todos los enjuagues bucales presentaron una 
excelente actividad antimicrobiana sobre las biopelículas montadas, con valores de 
inhibición superiores al 91,9% en el tratamiento TEI y de 97% en el tratamiento 
TER. Los mejores enjuagues fueron los identificados como uno y dos, y la mayor 
acción de estos estuvo sobre C. albicans.

Palabras clave: Caries, biopelícula dental, enjuagues orales.

Summary

Comparative evaluation of immediate and residual antimicrobial 
effect of mouthwashes on biofilms associated with dental caries

Introduction: Dental caries is associated to dysbiosis of dental biofilm. One of the 
most effective ways to prevent or control this disease is the use with mouthwashes. 
However, there is a great diversity of these products on the market, and there are 
few studies that determine their antimicrobial activity in biofilms. Aim: To evaluate 
antimicrobial activity of 4 commercial mouthrinses against 4 microorganisms in 
vitro biofilm model on HAp discs. Methods: The microorganisms included were 
 S. mutans ATCC 35668, S. salivarius ATCC 13419, S. sanguinis ATCC 10556 and 
C. albicans ATCC 14053. Biofilms (in individual format and in binomial consor-
tium) were developed on HAp discs for a period of 24 hours and they were subjected 
to two treatments with the four rinses, one with immediate effect (TEI- 5 minutes) 
and another residual (TER- 55 minutes). Results: The antimicrobial activity of all 
the mouthrinses was very similar. In mono and polymicrobial biofilms, TEI and 
TER were located, respectively, in inhibition ranges from 91.9 to 100%, and from 97 
to 100%. Conclusion: All mouthwashes showed excellent antimicrobial activity on 
mounted biofilms, with inhibition values   greater than 91.9% in the TEI treatment 
and 97% in the TER treatment. The best rinses were the identified as one and two, 
and the greatest action of these was on C. albicans.

Keywords: Caries, dental biofilm, mouthwashes.
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Resumo

Avaliação comparativa do efeito antimicrobiano imediato e 
residual de enxaguatórios bucais sobre biofilmes associados  

à cárie dentária

Introdução: a cárie dentária está associada à disbiose do biofilme dental. Uma das 
formas mais eficazes de prevenção ou controle é o uso de enxaguatórios bucais. 
No entanto, existe uma grande diversidade desses produtos no mercado, e poucos 
estudos determinaram sua atividade antimicrobiana em biofilmes. Objetivo: avaliar 
a atividade antimicrobiana de 4 colutórios comerciais contra 4 microrganismos 
em modelo de biofilme in vitro em discos de HAp. Métodos: os microrganismos 
incluídos foram S. mutans ATCC 35668, S. salivarius ATCC 13419, S. sanguinis 
ATCC 10556 e C. albicans ATCC 14053. Os biofilmes (em formato individual e em 
consórcio binomial) foram desenvolvidos em discos de HAp por 24 período de uma 
hora e foram submetidos a dois tratamentos com os quatro enxaguantes comerciais, 
um de imediato (TEI - 5 minutos) e outro residual (TER- 55 minutos). Resultados: 
a atividade antimicrobiana de todos os enxaguatórios bucais foi muito semelhante. 
Nos biofilmes mono e polimicrobianos, o TEI e o TER localizaram-se, respectiva-
mente, em faixas de inibição, de 91,9 a 100% e de 97 a 100%. Conclusão: todos 
os colutórios apresentaram excelente atividade antimicrobiana sobre os biofilmes 
montados, com valores de inibição superiores a 91,9% no tratamento TEI e 97% no 
tratamento TER. Os melhores enxaguantes foram os identificados como um e dois, 
sendo que a maior ação destes foi sobre C. albicans.

Palavras-chave: Cárie, biofilme dental, enxaguantes bucais.

Introducción

A nivel mundial, la caries dental afecta a más del 50% de los niños y se define como 
una enfermedad dinámica y multifactorial, mediada por biopelículas cariogénicas  
[1, 2]. Esta enfermedad es impulsada por un mayor consumo de azúcar y se caracte-
riza por una desmineralización de los tejidos duros dentales [2]. La placa dental es una 
biopelícula, organizada de manera ordenada, funcional y puede alojar un gran número 
de especies microbianas. En el caso de no ser retirada periódicamente, la biopelícula  
puede convertirse en cariogénica, debido a que comienza a desalojar especies microbia-
nas que mantienen un estado ecológico sano [3, 4].
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Diversos estudios clínicos han demostrado que las bacterias asociadas a caries dental 
son productoras de ácido y tolerantes al mismo, especialmente Streptococcus mutans, 
S. sobrinus, y Lactobacillus acidophilus, que son capaces de desmineralizar el esmalte 
del diente, convirtiendo rápidamente los azúcares de la dieta en ácido, que conlleva a 
la disminución del pH en la cavidad oral e inmediaciones del diente [4]. Así mismo, 
otro microorganismo como Candida albicans podría desempeñar un papel importante 
en la caries dental debido a su naturaleza acidúrica y su capacidad para desarrollar bio-
películas, fermentar azúcares de la dieta y producir enzimas que degradan el colágeno, 
acciones que son especialmente importantes en el desarrollo de caries en la dentina. 
Investigaciones señalan interacciones sinérgicas entre este hongo y las bacterias cario-
génicas dentro de las biopelículas polimicrobianas, lo que convierte a Candida albicans 
en un patógeno candidato en caries dental. De hecho, algunos han planteado la hipó-
tesis de que especies de Candida son motores secundarios del proceso patológico en 
las lesiones cariosas profundas, iniciado principalmente por estreptococos del grupo 
mutans [5, 6].

En la eliminación o reducción de las biopelículas dentales se han empleado varias estra-
tegias, y es la disrupción mecánica (cepillado dental) de las biopelículas el enfoque más 
utilizado en todo el mundo. Sin embargo, la eficacia de este método de control es limi-
tada debido, entre otras cosas, al cepillado inadecuado o a la imposibilidad de llegar 
con el cepillo dental a zonas interdentales [7]. Ante esta situación, se han considerado 
estrategias quimioterapéuticas complementarias como el uso de enjuagues bucales. 
Desde la década de los años 60, el uso de estos productos se ha vuelto habitual, gene-
ralmente después del cepillado. Los principios activos de enjuagues, como el cloruro 
de cetilpiridinio, el gluconato de clorhexidina y algunos aceites esenciales tienen como 
fin prevenir la formación de biopelículas sin afectar el equilibrio biológico dentro de la 
cavidad oral [8, 9]. Un argumento importante a favor del uso de los enjuagues bucales 
es el hallazgo de que las mucosas orales sirven o actúan como reservorios de microorga-
nismos patógenos que pueden transferirse a la superficie dental, lo que en consecuencia 
proporciona una justificación adicional para complementar los métodos mecánicos de 
control de la placa con enjuagues bucales. Estos productos llevarían agentes antimi-
crobianos a los sitios de la mucosa en toda la boca que no llegan a ser cubiertos por los 
métodos mecánicos de control de la placa [10].  

Las evaluaciones de la eficacia o actividad antimicrobiana que cada producto de higiene 
oral posee, son realizadas utilizando bacterias en estado plantónico, sin tener en cuenta 
los sustratos en los que crecen y forman biopelículas, y la multivariedad de especies 
que pueden conformar las biopelículas. Por todo lo anterior, el objetivo de este estudio 
fue evaluar la actividad antimicrobiana inmediata y residual de cuatro enjuagues 
bucales comerciales disponibles en Colombia contra  microorganismos formadores 
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de biopelículas, en formato individual y en combinación binomial,  mediante la 
técnica de reducción de colonias en un modelo de biopelícula in vitro sobre discos de 
hidroxiapatita.

Métodología

Especies microbianas: Los microorganismos utilizados en el estudio fueron las cepas 
de referencia: S. mutans ATCC 35668, S. salivarius ATCC 13419, S. sanguinis ATCC 
10556 y C. albicans ATCC 14053.

Enjuagues bucales: Se utilizaron cuatro enjuagues bucales comerciales identificados 
como 1, 2, 3 y 4. Con el fin de evitar conflicto de intereses se omitieron las marcas de 
los enjuagues objeto de estudio.

Formación de biopelículas: Para la formación de las biopelículas, discos de HAp 
(hidroxiapatita) densa (Clarkson Chromatography Products) de 5 mm de diámetro 
fueron incubados durante 24 horas a 37°C en placas de 96 pozos (Corning™) después 
de la adición en su orden de 100 µL de sustituto de saliva (Farpag), 100 µL de caldo 
BHI (infusión cerebro corazón) suplementado con sacarosa al 1% y 10 µL de suspen-
sión microbiana (en forma individual de cada uno de los 4 microorganismos y en forma 
combinada de S. mutans ATCC 35668/S. salivarius ATCC 13419, S. mutans ATCC 
35668/S. sanguinis ATCC 10556, S. mutans ATCC 35668/C. albicans ATCCC 
14053) ajustada espectrofotométricamente a una densidad óptica de 0.08 a 625 nm 
y que corresponde aproximadamente a una concentración de 1,5 × 108 UFC (unida-
des formadoras de colonias)/mL. Después de la incubación los discos de HAp fueron 
lavados tres veces con solución salina fisiológica (SSF) para luego ser sometidos a trata-
miento con los diferentes enjuagues bucales.

Tratamientos con enjuagues bucales: La evaluación del efecto antimicrobiano de los 
enjuagues bucales se enfocó en cuantificar la disminución microbiana de las biopelí-
culas formadas en HAp. Los tratamientos se dividieron en dos grupos, el primero se 
denominó de “efecto inmediato” (TEI) cuyo objetivo fue evaluar la reducción de la 
densidad microbiana de la biopelícula después de 5 minutos de exposición del disco de 
HAp al enjuague; y el segundo, denominado de “efecto residual” (TER), en donde se 
evaluó la reducción después de 5 minutos de exposición del disco de HAp al enjuague 
y dejado finalmente en sustituto de saliva durante 55 minutos. Para validar el experi-
mento se montaron discos HAp de control de crecimiento (CC), que fueron expuestos 
solo a SSF y discos HAp de control de inhibición (CI) que se expusieron a una solución 
de hipoclorito de sodio al 2,5%. Después de concluidos los tiempos de exposición y con 
el fin de desprender la biopelícula y hacer los recuentos, los discos HAp fueron lavados 
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con SSF para luego ser depositados individualmente en un tubo Eppendorf con 1 mL 
de SSF y ser llevados a agitación continua en vortex a 3200 rpm durante 5 minutos. 
El recuento de las UFC provenientes de las biopelículas, se realizó por duplicado en 
superficie en agar BHI practicando diluciones seriadas decimales hasta llegar a 10–4 e 
incubadas a 37 °C durante 24 horas. Finalmente, se calcularon los porcentajes de inhi-
bición microbiana de TEI o TER de la siguiente manera:

%INH de TEI o TER = UFC DE CC - UFC de cada tratamiento
UFC   de cc

x100

Resultados

Mediante métodos colorimétricos y de tinción se comprobó para todos los casos la 
conformación de las biopelículas monomicrobianas y mixtas sobre los discos de HAp. 
En la Tabla 1 se presenta el recuento de microorganismos en UFC y el porcentaje de 
inhibición (% INH) en TEI y TER del control de inhibición (CI) y de cada uno de 
los 4 tratamientos con enjuagues bucales. El recuento de UFC en el CC es la base para 
realizar el cálculo del % INH de los enjuagues bucales y el CI permite ver la acción 
real del hipoclorito de sodio al 2,5% con acción antimicrobiana positiva sobre las  
biopelículas. En el CC de las biopelículas monomicrobianas en el TEI se encontró que 
la de mayor recuento de UFC fue S. salivarius con 1700 UFC, seguido por S. sanguinis 
con 1630 UFC, S. mutans con 1080 UFC y finalmente C. albicans con 506 UFC. En 
el mismo CC de las biopelículas polimicrobianas los mayores recuentos fueron para S. 
mutans/S. salivarius (1352 UFC), seguido por S. mutans/S. sanguinis (1287 UFC) y 
S. mutans/C. albicans (861 UFC). Los resultados de TER en el CC fueron muy simi-
lares a los observados en TEI (Tabla 1). En el CI los % INH en las biopelículas mono 
y polimicrobianas se situaron para el TEI y TER, respectivamente, en rangos de 99,3 a 
100% y de 91,2 a 100% (Tabla 1). El menor efecto del CI en el TEI se presentó sobre 
S. mutans en forma individual y S. mutans/S. salivarius con valores en ambos casos de 
99,3% de % INH, y en el TER los valores fueron muy similares (Tabla 1).

En relación con la actividad antimicrobiana de los enjuagues bucales evaluados, en bio-
películas monomicrobianas, el efecto TEI fue muy similar para todos los enjuagues y 
los % INH se situaron en un rango de 91,9 a 100%. El mejor efecto de los enjuagues 
bucales 1 y 2 se notó en C. albicans con el 100% de INH en ambos casos, por otro 
lado, la mejor acción del enjuague 3 se realizó sobre S. salivarius y S. sanguinis con 99% 
INH en ambas cepas, y el mejor efecto del enjuague 4 estuvo sobre S. mutans con un 
99,4 % INH. (Tabla 1, Figura 1). En las biopelículas polimicrobianas el efecto TEI de 
todos los enjuagues bucales fue muy similar y se situó en % INH de 94,5 a 100%. El 
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mejor efecto de los enjuagues 1 y 2 estuvo sobre la mezcla S. mutans/C. albicans con 
100 y 99,8 respectivamente de % INH. El mejor efecto del enjuague 3 estuvo sobre el 
binomio S. mutans/S. sanguinis con un 98,6% INH, y el mejor efecto del enjuague 4 se 
presentó sobre S. mutans/S. salivarius con un % INH de 98,9%.

En cuanto a la acción TER en películas monomicrobianas, los enjuagues presentaron 
% INH que se sitúan entre 97 y 100 %. El mejor efecto de todos los enjuagues estuvo 
sobre C. albicans con un 100% INH. Continuando con las biopelículas polimicro-
bianas, el efecto TER de todos los enjuagues bucales fue muy similar y se situó en % 
INH de 97 a 100 %. El mejor efecto de todos los enjuagues estuvo sobre la mezcla S. 
mutans/C. albicans, con 100 % INH de los enjuagues 1, 2 y 3, y de 99,4 % INH del 
enjuague 4 (Tabla 1, Figura 1).

En concreto en el efecto TEI se pudo observar que los enjuagues 1 y 2 mostraron los 
mejores resultados, tanto en biopelículas monomicrocrobianas de C. albicans como en 
biopelículas polimicrobianas en donde está incluida esta levadura. Por otro lado, los 
enjuagues 3 y 4 presentaron menor efecto inhibitorio sobre C. albicans; sin embargo, 
la acción antimicrobiana de estos dos enjuagues se incrementó con un mayo tiempo de 
exposición o TER. Finalmente, todos los enjuagues lograron inhibir los microorganis-
mos evaluados con efecto residual (TER), lo que indica que todos ellos permanecieron 
por al menos 55 minutos con actividad antimicrobiana en la biopelícula montada en 
discos de hidroxiapatita.
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Figura 1. Presentación comparativa de la reducción microbiana en porcentajes de inhibición des-
pués del TEI (5 minutos) con los 4 enjuagues bucales en los microorganismos S. mutans ATCC 
35668, S. salivarius ATCC 13419, S. sanguinis ATCC 10556, C. albicans ATCC 14053 y consor-
cios en estudio.
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Figura 2. Presentación comparativa de la reducción microbiana en porcentajes de inhi-
bición después del TER (55 minutos) con los 4 enjuagues bucales en los microorganis-
mos S. mutans ATCC 35668, S. salivarius ATCC 13419, S. sanguinis ATCC 10556, 
C. albicans ATCC 14053 y consorcios en estudio.

Discusión

La caries dental es una enfermedad infecciosa multifactorial, con participación de múl-
tiples microorganismos y alteración o disbiosis de la biopelícula, que conduce final-
mente a desmineralización del tejido dental duro del diente [2,3]. De las bacterias 
productoras de caries dental destacan especialmente S. mutans, S. sobrinus y Lacto-
bacillus acidophilus. Por otro lado, también sobresale C. albicans por su capacidad de 
generar ácidos a partir de diversos azúcares y formación de biopelículas [4-6]. En la 
prevención y control de la caries dental y en especial en la eliminación o reducción de 
las biopelículas dentales se han empleado varias estrategias [7]. En la parte práctica, la 
disrupción mecánica de la biopelícula a través del cepillado dental ha sido el enfoque 
más común en todo el mundo. Sin embargo, ante la falta de eficacia de este método 
se han considerado estrategias quimioterapéuticas para combatir estas biopelículas, 
entre las que se encuentra el uso de enjuagues bucales, que complementen la acción 
antimicrobiana. Ante esta situación el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la 
actividad antimicrobiana de cuatro enjuagues bucales contra S. mutans ATCC 35668, 
S. salivarius ATCC 13419, S. sanguinis ATCC 10556, y C. albicans ATCC 14053 en 
forma individual y en consorcio binomial, mediante la técnica de reducción de colo-
nias en un modelo de biopelícula in vitro sobre HAp. 
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Los resultados de este estudio señalan un excelente efecto de los 4 enjuagues bucales 
evaluados sobre las biopelículas montadas con los 4 microorganismos en forma indi-
vidual y combinación binomial, tanto en el tratamiento de efecto inmediato (TEI) 
como en el tratamiento de efecto residual (TER). Los dos mejores enjuagues fueron 
los identificados como 1 y 2. El efecto inhibitorio de estos enjuagues, se observó sobre 
todos los microorganismos (en biopelículas en forma individual y en combinación), 
con valores en el TEI que van de 98 a 100%, y valores TER que van de 97,5 a 100%s. La 
mayor inhibición de estos dos enjuagues estuvo sobre C. albicans en forma individual 
y combinada, y la menor inhibición de estos dos enjuagues estuvo sobre S. mutans-
S. salivarius. En forma global (promedio de la actividad de los 4 enjuagues) los dos 
mejores enjuagues también fueron 1 y 2, ya que mostraron, en el TEI, respectivamente, 
valores de inhibición de 99,13 y 98,97%, y en el TER mostraron valores de inhibición 
de 99,29 y 99,32%.

De todos los microorganismos evaluados, C. albicans fue el microorganismo más sus-
ceptible en el TER (en biopelícula individual y en combinación con S. mutans) con 
inhibiciones del 100% de los enjuagues identificados como 1, 2 y 3 de 99,4% con el 
enjuague 4. Este efecto prolongado y efectivo de 55 minutos in vitro sobre C. albicans, 
lleva a pensar que los enjuagues podrían conferir in vivo un efecto protector y consis-
tente de largo tiempo, que brinda confianza a la hora de indicarlo para uso en la pobla-
ción general, con el fin de controlar y evitar la proliferación de este microorganismo y 
la formación de biopelícula en distintos nichos de la cavidad oral.

En contraste, C. albicans en el TEI en formato individual presento susceptibilidades de 
100% con los enjuagues 1 y 2, y de 94,8 y 91,9 %, respectivamente, con los enjuagues 3 
y 4. En la combinación C. albicans-S. mutans los enjuagues 1 y 2, inhibieron respecti-
vamente, 100 y 99,8%, y los enjuagues 3 y 4 presentaron inhibiciones respectivamente 
de 96,5 y 94,5%. En concordancia con estos últimos hallazgos, en el estudio de Aneja 
et al, en donde se evaluaron diez enjuagues comerciales (incluido el identificado como 
4) contra cuatro microorganismos cariogénicos, se señala la menor susceptibilidad de 
C. albicans [11]. Por otro lado, otro estudio realizado con siete enjuagues comerciales, 
mostró menor actividad antimicrobiana sobre C. albicans expresada en términos de 
menor zona de inhibición y mayor concentración inhibitoria mínima, y fue precisa-
mente el enjuague 4 el que menor efecto inhibitorio presentó [12]. También Fu et al., 
señala que los enjuagues que poseen cloruro de cetilpiridinio y clorhexidina fueron los 
que presentaron mayor actividad contra C. albicans, resultados que están de acuerdo con 
lo reportado en este estudio, en donde el enjuague identificado como 1 muy activo con-
tra este microorganismo, contiene cloruro de cetilpiridinio [12]. Muy probablemente, 
la variada susceptibilidad de C. albicans a los enjuagues bucales se deba a la composición 



636

Román Yesid Ramírez-Rueda, Dabeiba Adriana García-Robayo, Fredy Gamboa

y formulación de estos productos, a la estructura, conformación y particularidades de 
la pared celular, y a los diversos productos generados por este microorganismo en el 
biofilm [11-13].

El cloruro de cetilpiridinio (CCP) es un antiséptico utilizado en muchos productos de 
uso oral, presenta amplio espectro antimicrobiano y actúa contra bacterias Gram-posi-
tivas y Gram-negativas, y hongos, tanto en forma plantónica como sobre células sésiles 
en modelos de biopelículas [12, 14, 15]. Estos hallazgos son reafirmados por estudios 
como el de Pandit et al. [15] en donde el CCP mostró una actividad antimicrobiana 
completa en una biopelícula inmadura en rangos de concentraciones de 0,025% -0,1%. 
También se deja claro que la actividad antimicrobiana del CCP es dependiente del 
estado inmaduro o maduro de la biopelícula, de la concentración de este agente y  
del tiempo de tratamiento [15]. De esta manera se nota la capacidad del CCP para 
romper y alterar los polisacáridos presentes en la matriz de la biopelícula y compro-
meter la viabilidad celular de S. mutans en biopelículas inmaduras [12, 15]. En otro 
estudio en donde se compara el efecto de CCP y el gluconato de clorhexidina sobre 
biopelículas de S. mutans, se demuestra una mayor efectividad del CCP [12]. Todas 
las investigaciones anteriores, están de acuerdo con los hallazgos del presente estudio, 
en el que en un modelo de biopelícula de 24 horas de desarrollo, se demuestra la mayor 
capacidad de los enjuagues bucales 1 y 2, que contienen CCP, a corto tiempo (TEI-5 
minutos) y largo tiempo (TER-55 minutos), sobre todos los microorganismos evalua-
dos. Esta actividad inhibitoria o de reducción microbiana va dirigida hacia las diferen-
tes estructuras y/o composición (diversidad de polisacáridos) y viabilidad de las células 
sésiles de las biopelículas desarrolladas [12, 15].

En conclusión, es importante señalar el excelente efecto de los 4 enjuagues bucales sobre 
las biopelículas desarrolladas in vitro sobre discos de hidroxiapatita, con los 4 microor-
ganismos en forma individual y combinación binomial, tanto en el tratamiento TEI 
como en el TER. Estos hechos respaldan la afirmación de que complementar el cepi-
llado con el uso de enjuagues bucales podría aumentar la acción antimicrobiana in vivo 
sobre los microorganismos que se encuentran dentro de la biopelícula dental.

Por otro lado, es necesario realizar estudios más profundos para: 1. establecer la inhibi-
ción específica o reducción, proporción, disposición y existencia o no de antagonismo 
de cada microorganismo en las biopelículas formadas por los consorcios binomiales, y 
2. Determinar la naturaleza y disposición de los polisacáridos presentes en las diferen-
tes biopelículas, antes y después de la exposición a los enjuagues bucales.
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