Research, Society and Development, v. 15, n. 3, €3415350588, 2026
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOL: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v15i3.50588

Actividad antibacteriana in vitro de un enjuague bucal a base de oxigeno comparado

con digluconato de clorhexidina frente al Fusobacterium nucleatum

In vitro antibacterial activity of an oxygen-based mouthwash compared to chlorhexidine
digluconate against Fusobacterium nucleatum

Atividade antibacteriana in vitro de um enxaguante bucal a base de oxigénio em comparacio com o

digluconato de clorexidina contra Fusobacterium nucleatum

Recibido: 25/01/2026 | Revisado: 08/03/2026 | Aceptado: 09/03/2026 | Publicado: 13/03/2026

Milena de la C. Sarmiento Balber
ORCID: https://orcid.org/0009-0006-5773-6176
Independent Researcher, United States

E-mail: sarmientomilena636@gmail.com
Alberto Nuiiez Fidalgo

ORCID: https://orcid.org/0009-0002-1940-0082
Independent Researcher, United States

E-mail: betto9118@gmail.com

José A. Lastres Hernandez

ORCID: https://orcid.org/0009-0009-8017-8645
Independent Researcher, United States

E-mail: joselastr3@gmail.com

Wiliam A. Ramirez Mesias

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9854-1010
Universidad de San Martin de Porres, Pera
E-mail: wiliamramirez15@gmail.com

Resumen

Objetivo: Comparar la actividad antibacteriana a nivel in vitro del enjuague de digluconato de clorhexidina y oxigeno
frente al Fusobacterium nucleatum. Materiales y métodos: El efecto antibacteriano fue investigado mediante la prueba
microbioldgica de difusion en agar de los enjuagues bucales: enjuague de oxigeno blue®m al 100 % (B1), enjuague
de oxigeno blue®m al 75 % (B2), enjuague de oxigeno blue®m al 50 % (B3) y solucién de digluconato de
clorhexidina al 0,12 % de Perio-AID al 100 % (C1) frente a cepas ATCC 25586 del Fusobacterium nucleatum.
Resultados: Se encontrdé que blue®m, en dosis del 100 % y del 75 %, es similar a la clorhexidina. Sin embargo,
blue®m a una concentracion del 50% mostré un halo de inhibiciéon menor en comparacion con la clorhexidina (p =
0,024). Conclusiones: Blue®m a concentraciones mas altas proporcioné un halo inhibidor de Fusobacterium
nucleatum similar al digluconato de clorhexidina, mientras que blue®m a una concentracion mas baja presentd un
halo de inhibicion bacteriana menor en comparacion con la clorhexidina.
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Abstract

Objective: To compare the in vitro antibacterial activity of chlorhexidine digluconate mouthwash and an oxygen-
based mouthwash against Fusobacterium nucleatum. Materials and Methods: The antibacterial effect was evaluated
using the agar diffusion microbiological assay with the following mouthwashes: blue®m oxygen mouthwash at 100%
(B1), blue®m oxygen mouthwash at 75% (B2), blue®m oxygen mouthwash at 50% (B3), and a 0.12% chlorhexidine
digluconate solution from Perio-AID at 100% (C1), tested against Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 strains.
Results: The findings showed that blue®m at concentrations of 100% and 75% exhibited antibacterial activity
comparable to chlorhexidine. However, blue®m at a concentration of 50% demonstrated a smaller inhibition zone
compared with chlorhexidine (p = 0.024). Conclusions: Higher concentrations of blue®m produced an inhibitory halo
against Fusobacterium nucleatum similar to that observed with chlorhexidine digluconate, whereas lower
concentrations resulted in reduced antibacterial inhibition when compared with chlorhexidine.

Keywords: Fusobacterium nucleatum; Mouthwash; Chlorhexidine; Oxygen.

Resumo
Objetivo: Comparar a atividade antibacteriana in vitro de um enxaguante bucal a base de digluconato de clorexidina e
de um enxaguante bucal a base de oxigénio contra Fusobacterium nucleatum. Materiais e Métodos: O efeito
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antibacteriano foi avaliado por meio do ensaio microbioldgico de difusdo em agar utilizando os seguintes enxaguantes
bucais: enxaguante blue®m com oxigénio a 100% (B1), blue®m a 75% (B2), blue®m a 50% (B3) e solugdo de
digluconato de clorexidina a 0,12% de Perio-AID a 100% (C1), testados contra cepas de Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586. Resultados: Os resultados demonstraram que o blue®m nas concentragdes de 100% ¢ 75% apresentou
atividade antibacteriana semelhante a da clorexidina. No entanto, o blue®m na concentragdo de 50% apresentou uma
zona de inibi¢do menor em comparacdo com a clorexidina (p = 0,024). Conclusdes: Concentracdes mais elevadas de
blue®m produziram um halo de inibicdo contra Fusobacterium nucleatum semelhante ao observado com o
digluconato de clorexidina, enquanto concentragdes mais baixas apresentaram menor efeito antibacteriano em
comparacdo com a clorexidina.

Palavras-chave: Fusobacterium nucleatum; Enxaguante bucal; Clorexidina; Oxigénio.

1. Introduccion

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica de naturaleza multifactorial asociada a una alteracion de la
biopelicula dental, lo que provoca el deterioro progresivo de las estructuras periodontales que sostienen los dientes (James et
al., 2017). Algunos trastornos y afecciones sistémicas pueden afectar al periodonto y causar pérdida de insercion periodontal y
hueso alveolar, influyendo en la inflamacion periodontal o mediante mecanismos distintos a la periodontitis, como factores
genéticos, inmunoldgicos o el uso de determinados medicamentos (Feres et al., 2018).

El tratamiento de la periodontitis se basa en procedimientos periodontales basicos y en el mantenimiento
correspondiente; en casos especificos puede requerir la administracion sistémica de amoxicilina y metronidazol, asi como el
uso topico de digluconato de clorhexidina (James et al., 2017; Feres et al., 2018). Esto es necesario debido a la resistencia y
complejidad del biofilm periodontal, en el que participan bacterias periodontopatdogenas como Fusobacterium nucleatum
(Mysak et al., 2014). Esta bacteria anaerobia gram negativa actia como un microorganismo clave en la organizacion del
biofilm subgingival y presenta diversos factores de virulencia capaces de inducir una intensa destruccion tisular (Mysak et al.,
2014).

El oxigeno es un nutriente esencial para el metabolismo celular, especialmente para la produccion de energia.
Participa en multiples procesos bioldgicos, como la eliminacion oxidativa de bacterias, la reepitelizacion, la angiogénesis y la
sintesis de colageno (Knighton et al., 1983; Eisenbud, 2012). No obstante, existe una paradoja fisiologica, ya que el oxigeno es
indispensable para la vida celular, pero puede inducir dafio celular cuando se expone a concentraciones elevadas (Osellame et
al., 2012).

Con base en estos principios, se desarrollaron productos odontoldgicos a base de oxigeno activo, como el enjuague
bucal blue®m, que contiene oxigeno activo estabilizado, lactoferrina y xilitol (Makeeva & Tambovtseva, 2014). Estudios
clinicos han demostrado que los productos con oxigeno activo presentan efectos beneficiosos en la reduccion de la inflamacion
gingival y del biofilm supragingival (Cunha et al., 2019), asi como una eficacia antiplaca comparable a la de agentes
convencionales (Cunha et al., 2019).

Asimismo, la liberacion controlada de oxigeno ha demostrado efectos positivos en la cicatrizacién de heridas cronicas
y en el control de infecciones locales (Kaufman et al., 2018; Yu et al., 2016). La eficacia antimicrobiana de estos productos se
debe en gran medida a la produccion de especies reactivas de oxigeno, moléculas con elevado potencial oxidativo que afectan
la estabilidad estructural de las bacterias e inhiben su crecimiento (ROS), las cuales poseen una potente actividad
antimicrobiana frente a bacterias grampositivas y gramnegativas, y dificultan la formacion de biopeliculas (Dryden et al., 2017;
Dryden, 2018a; Dryden, 2018b).

Considerando la limitada evidencia cientifica sobre el uso de oxigeno activo como agente antimicrobiano tépico en
periodoncia, el presente estudio tuvo como objetivo comparar la actividad antibacteriana in vitro de un enjuague bucal a base

de oxigeno activo y del digluconato de clorhexidina frente a Fusobacterium nucleatum.
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2. Metodologia

El disefio de este proyecto de investigacion fue de tipo experimental in vitro, en un estudio de laboratorio, de caracter
cuantitativo (Pereira et al., 2018), utilizando estadistica descriptiva simple con clases de datos, promedio, desviacion estdndar,
valor minimo, valor maximo y valores de frecuencia relativa porcentual (Shitsuka et al., 2014) con analisis estadistico (Costa
Neto & Bekman, 2009), y se solicitaron autorizaciones y coordinaciones al laboratorio High Technology Laboratory
Certificate S.A.C. para la evaluacion de la actividad antibacteriana de enjuagues bucales experimentales. Se adquirieron las
cepas ATCC 25586 del Fusobacterium nucleatum por la empresa Gen Lab del Peru.

En la actividad antibacteriana se determiné por el ensayo de difusion en agar n = 5 por grupo, fueron inoculados 20
mL de medio de cultivo Miiller-Hinton (Oxoid Brazil Ltd) con Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586). Con una pipeta, se
inocularon 0,2 mL de bacterias en 5 mL de caldo de infusion de cerebro-corazon (BHI) (Oxoid Brazil Ltd). El tubo de ensayo
que contenia el medio de cultivo inoculado se agitd en vortex hasta homogeneizar. E1 BHI inoculado se ajusté a una turbidez
de 0,5 de la escala de McFarland. Seguido, se inocularon 200 pL de este caldo bacteriano sobre la superficie del agar y se
extendieron uniformemente utilizando un asa de Drigalski estéril, para continuar estimulando su crecimiento y se procedio a
incubar por 24 horas a 37°C en condiciones de anaerobiosis (Jarra de anaerobiosis - Gaspak 100 - suplementando con N2 al 80
%).

Para evaluar y comparar los efectos del oxigeno sobre Fusobacterium nucleatum, se evaluaron cinco placas con
muestras de blue®m y digluconato de clorhexidina al 0,12 %. Para ello, se prepararon 5 discos de papel de filtro estéril de 5
mm en los pocillos al interior de placas petri con 5 mm de didmetro por grupo, seguido se impregnaron 50 pL con las
soluciones descritas en la Tabla 1 durante 60 segundos.

La Tabla 1 a continuacion presenta los materiales del grupo de estudio:

Tabla 1 - Materiales del grupo de estudio.

Grupo Materiales / Composicién Manufactura

Enjuague bucal Perio AID® - Dentaid Digluconato de Clorhexidina 0,12 % y 0,05 Madrid - Espaiia
% de Cloruro de Cetilpiridinio (CPC)

Enjuague bucal blue®m Oxigeno activo 0.003%, Lactoferrina, Xilitol | Amsterdam, Paises Bajos

Fuente: Datos de la investigacion (2026).

Con unas pinzas, los discos se depositaron con una ligera presion sobre la placa Petri, sobre la superficie del agar, de
forma equidistante, como se determind en la zona posterior de la placa, en condiciones asépticas. Una placa se dividio en
partes iguales y se aplicd el enjuague blue®m en tres concentraciones diferentes (B1 100 %, B2 75 % y B3 50 %), ademas de
digluconato de clorhexidina al 0,12% al 100% (C1) y agua destilada como control negativo (C2). Se repitieron 5 placas
idénticas para las mismas bacterias. Esto se realizé en la zona posterior de la placa y en condiciones asépticas.

Después del experimento, las placas se mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 minutos para permitir la
difusion de las sustancias antes del desarrollo microbiano.

Después de este procedimiento, las placas se mantuvieron en condiciones de incubacion a 37 °C durante 72 horas. Al
final de este periodo, dos examinadores diferentes midieron el didmetro en los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano
alrededor de los discos de papel, promovidos por las soluciones analizadas, y lo registraron en milimetros (mm) con un pie de

rey digital. Para ello, se utilizaron cuatro mediciones perpendiculares entre si, obteniendo el promedio de sus tamafos.
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Analisis estadistico

Para evaluar la fiabilidad de los datos obtenidos entre los examinadores, se realizd la prueba del coeficiente de
correlacion intraclase (CCI). El procesamiento estadistico de la informacion se efectu6 mediante el software SPSS version
21.0, adoptando un nivel de significancia de 0,05. La prueba de normalidad se comprobd por la prueba de Shapiro—Wilk,
mientras que las diferencias entre los grupos de enjuagues se efectuaron utilizando las pruebas no paramétricas de Kruskal—

Wallis y Mann—Whitney.

3. Resultados y Discusion

La actividad antibacteriana in vitro frente a Fusobacterium nucleatum se observo en todos los grupos experimentales
evaluados. El grupo correspondiente al enjuague blue®m al 50 % presentd un menor halo de inhibiciéon bacteriana en
comparacion con los grupos blue®m al 100 %, blue®m al 75 % y el grupo control positivo con digluconato de clorhexidina.
La concordancia entre los examinadores fue excelente, con un coeficiente de correlacion intraclase (CCI) de 0,901.

En las siguientes lineas, la Tabla 2 presenta datos sobre la medicion del didmetro de la zona de inhibicion del enjuague

bucal:
Tabla 2 - Resultados de la medicion del diametro de la zona de inhibicién del enjuague bucal.
Enjuagues bucales Media Valor minimo Valor maximo Valor p
B1: Enjuague bucal blue®m al 100 % 11.93+0.8 11.04 12.55
B2: Enjuague bucal blue®m al 75 % 11.05+1.2 10.08 11.28 0.041
B3: Enjuague bucal blue®m al 50 % 8.58+1.9 8.04 10.02
C1: Enjuague bucal Perio-AID® 1246+ 1.1 11.08 13.22
C2: Agua destilada pura 0.00 £ 0.0 0.00 0.00

Media + desviacion estindar del diametro de zona de inhibicion.
Prueba de Kruskall-Wallis, p = 0,041. Prueba de Mann-Whitney, p = 0,024.
Fuente: Autores.

Los resultados demostraron que el enjuague blue®m a concentraciones del 100 % y del 75 % presentd una actividad
antibacteriana comparable a la del digluconato de clorhexidina; sin embargo, la concentracion al 50 % mostré un halo de
inhibicion significativamente menor en comparacion con la clorhexidina (p = 0,024).

El digluconato de clorhexidina es considerado el estandar de referencia en antisepsia oral debido a su amplia accion
antibacteriana frente a bacterias grampositivas y gramnegativas (James et al., 2017; Sachdeva et al., 2018). Sin embargo, el
empleo prolongado de este agente se ha vinculado con efectos secundarios, tales como pigmentacion dental, modificaciones en
la percepcion gustativa y descamacion de la mucosa oral, lo que puede reducir su aceptacion en la practica odontologica
(Sachdeva et al., 2018; Meyer et al., 2007; Zanatta & Rosing, 2007).

En este contexto, los productos basados en oxigeno activo han surgido como una alternativa potencial con menor
riesgo de efectos secundarios. Estudios previos han demostrado que el oxigeno participa activamente en mecanismos celulares
implicados en la cicatrizacion, como la angiogénesis y la regeneracion tisular (Knighton et al., 1983; Eisenbud, 2012; Kaufman
et al., 2018; Yu et al., 2016). Ademas, la accidon antimicrobiana mediada por especies reactivas de oxigeno representa un
mecanismo inespecifico que reduce la probabilidad de desarrollo de resistencia bacteriana (Dryden et al., 2017; Dryden, 2018a;

Dryden, 2018b).
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Los resultados del presente estudio mostraron que el enjuague blue®m a concentraciones del 100 % y del 75 %
presentd una actividad antibacteriana in vitro comparable a la del digluconato de clorhexidina frente a Fusobacterium
nucleatum. Este hallazgo es relevante considerando el papel central de F. nucleatum en la organizacion del biofilm periodontal
y su implicancia en la progresion de la periodontitis (Mysak et al., 2014; Lamont et al., 2018).

Por el contrario, la reduccion significativa de la actividad antibacteriana observada con la concentracioén al 50 %
sugiere la existencia de una concentracion minima efectiva, por debajo de la cual la generacion de especies reactivas de
oxigeno no resulta suficiente para ejercer un efecto antimicrobiano adecuado (Dryden et al., 2017; Dryden, 2018a; Dryden,
2018b).

Entre las limitaciones del estudio se encuentra la evaluacion de una sola especie bacteriana, cuando la periodontitis es
una enfermedad de etiologia polimicrobiana (Lamont et al., 2018). Asimismo, no se evalu¢ la citotoxicidad ni la sustantividad

del enjuague, aspectos relevantes para su aplicacion clinica futura.

4. Conclusion

El enjuague bucal blue®m a concentraciones del 100 % y del 75 % mostrd una actividad antibacteriana in vitro
comparable a la del digluconato de clorhexidina frente a Fusobacterium nucleatum, mientras que concentraciones mas bajas
presentaron una menor eficacia antimicrobiana. Estos resultados respaldan el potencial del oxigeno activo como agente

antimicrobiano tdpico en periodoncia y abren una linea de investigacion con proyeccion clinica futura.
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