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Resumen: En el presente trabajo se valora la eficacia antibacteriana del colutorio Tantum
verde® y la de su, presuntamente, Unico principio activo, la bencidamina clorhidrato. Para
ello, se ensay0 la actividad in vitro de la bencidamina HCI y del Tantum verde mediante la
obtencion de las correspondientes CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) siguiendo la
técnica de la dilucién en medio sélido. Inicialmente, se estudiaron ocho cepas de uso
comun en el laboratorio y, posteriormente, el estudio fue ampliado a cepas de patége-
nos bucales aisladas de muestras clinicas. Los estudios realizados, demuestran una efica-
cia bactericida real frente a patégenos bucales pertenecientes a géneros tales como Acti-
nomyces, Bacillus, Actinobacillus, Veillonella o Streptococcus. Ademas, el Tantum verde
como colutorio posee, en general, una mayor actividad antibacteriana que la demostra-
da por su principal principio activo, la bencidamina HCI, por lo que cabe pensar que la pre-
sencia de etanol a baja concentracion, en su composicion contribuye de forma notable a
la accion antibacteriana.

Palabras clave: Tantum verde®, Bencidamina HCI, CMI (Concentracion Minima Inhibito-
ria), Patdgenos bucales, Actividad antibacteriana.

Abstract: This work is devoted to the evaluation of the antibacterial activity of Tantum
verde® mouth-rinsing solution and its supposedly only active principle, benzidamine HCI.
For this reason, the activity in vitro of Tantum verde and benzidamine HCI was tested by
measuring MIC (Minimal Inhibitory Concentration) by means of serial dilutions on solid
medium. Eight bacterial species commonly used and a set of oral pathogenic microorga-
nisms isolated from clinical samples in the laboratory were studied. Results showed an
actual bactericidal effect on oral pathogens such as Actinomyces, Bacillus, Actinobacillus,
Veillonella o Streptococcus. Moreover, Tantum verde as a mouth rinsing solution had a hig-
her antibacterial activity than its active principle (benzidamine HCI). This suggests that the
presence of low concentrations of ethanol present in the composition of Tantum verde
contributes remarkably to the antibacterial action.

Key words: Tantum verde®, Benzidamine HCI, MIC (Minimal Inhibitory concentration),
Oral pathogen, Antibacterial activity.
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Introduccion

Desde el punto de vista estricta-
mente microbioldgico, la cavidad oral
es uno de los habitats mas complejos
que existen posiblemente sélo supera-
do por el tubo digestivo de los anima-
les superiores y el hombre. Los micro-
organismos pueden encontrarse en
sus hébitats naturales en dos formas o
estados: el estado plancténico (es
decir en suspension en medios liqui-
dos) o en estado adherido sobre su-
perficies sdlidas. La cavidad oral ofrece
multitud de microambientes en los
que a las bacterias les es permitido
sobrevivir en ambos estados. Los dien-
tes son un excelente medio para que
las poblaciones bacterianas se adhie-
ran. La placa bacteriana es, en reali-
dad, un conjunto de poblaciones bac-
terianas mixtas, es decir constituidas
por multitud de especies incluidas
normalmente en una matriz adherida
consistentemente al diente. La placa
bacteriana, desde el punto de vista
microbioldgico, debe entenderse co-
mo un sistema dinamico fuertemente
influido por los factores ambientales,
es decir por las condiciones fisico-qui-
micas y biolégicas de la cavidad oral.
Es, por tanto, posible intervenir en
este estado dindmico. Una de las
armas para influir en el estado de las
poblaciones bacterianas orales lo
constituyen las diversas estrategias
para la higiene bucal. La utilizacién de
colutorios es un buen sistema comple-
mentario de higiene dental, lo que
conlleva multiples aplicaciones en la
practica odontoestomatolégica, entre
ellas la profilaxis de secuelas de las
infecciones de la cavidad oral. Existe
una amplia relacién de principios acti-
vos que se utilizan en los colutorios
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para incrementar su accion tanto anti-
bacteriana como antiinflamatoria. Po-
dria afirmarse que los colutorios pre-
sentan caracteristicas funcionales cer-
canas a los dentifricos, pero se dife-
rencian de éstos en que no presentan
en su composicion agentes abrasivos
Yy, en ocasiones, incluyen algun alcohol
como disolvente.

En funcién de su composicién y de
la presencia o no de determinados
principios activos, los colutorios pre-
sentan diferentes acciones como son
ayudar a la eliminacion de restos de
alimentos de la cavidad bucal, comple-
mentar las medidas mecénicas de
control de la placa bacteriana, aportar
un buen sabor de boca, ayudar a con-
trolar durante un cierto tiempo la hali-
tosis o eliminar temporalmente algu-
nos microorganismos. La accién anti-
bacteriana de los colutorios ha sido
estudiada extensamente. Nuestro gru-
po publicd recientemente un estudio
en el que se comparaba la accién anti-
microbiana de una serie de colutorios
comerciales™™.

Tantum verde (Farma Lepori, Barce-
lona) es un colutorio con accién tera-
péutica debida a su principio activo: el
clorhidrato de bencidamina. La espe-
cialidad se prepara en solucion, for-
mulada a base de un Unico principio
activo, la bencidamina HCI, a una con-
centracion del 15%. En su composicién
se incluye como excipiente, entre
otros, el etanol a una concentracion
final del 10%.

Bencidamina HCI es una molécula
con propiedades antiinflamatorias de-
mostradas en procesos odontol6gi-
cos??, anestésicas* y analgésicas® gra-
cias a su particular mecanismo de
accion, consistente basicamente en
una actividad inhibitoria de algunas
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citocinas proinflamatorias, tales como
factor-a e interleukina-1(3°, estabilizan-
do las membranas celulares y lisosémi-
cas® e inhibiendo las prostaglandinas,
efecto demostrado experimentalmen-
te mediante la inhibicion de las prosta-
glandinas producidas por fibroblastos
gingivales estimulados mediante cito-
quinas proinflamatorias’. También se
ha descrito un cierto efecto antibacte-
riano, del cual se desconoce su meca-
nismo®"",

Debido a estas propiedades y de-
mostrada su adsorciéon y permanen-
cia" en mucosa bucal, la especialidad
se recomienda para el tratamiento de
aftas, periodontitis, faringitis, gingivitis
y amigdalitis.

El objetivo fundamental de este
estudio se ha centrado en valorar la
eficacia bactericida de Tantum verde,
con el fin de conocer su actividad anti-
bacteriana y la de su, presuntamente,
Unico principio activo: bencidamina
HCI.

Material y método

Se ha estudiado la actividad anti-
bacteriana in vitro de la bencidamina
HCl y Tantum verde frente a un total
de 18 cepas bacterianas siguiendo la
técnica de diluciébn en medio sélido,
mediante la aplicacién del protocolo
establecido por el National Commit-
tee for Clinical Laboratory Standars
(NCCLS M7-A5)*,

En la primera parte de este estudio
se compararon sobre las mismas
cepas, la especialidad Tantum verde y
el principio activo bencidamina HCI,
utilizando un total de 8 cepas bacte-
rianas. Estas bacterias fueron seleccio-
nadas entre especies de uso comun
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en el laboratorio de microbiologia. Se
conservaron congeladas a -80°C. A
partir de los congelados se obtuvieron
cultivos cuya identidad se comprobé
siguiendo la metodologia microbiol6-
gica convencional y se prepararon cul-
tivos de una noche para proceder a los
estudios posteriores.

Las especies microbianas estudia-
das en esta primera fase del estudio
incluyeron tres cocos Gram-positivos:
Enterococcus faecalis, Staphylococ-
Cus aureus, y Streptococcus pneu-
moniae asi como tres bacilos Gram-
negativos anaerdbicos facultativos
Escherichia coli, Klebsiella pneumo-
niae y Serratia marcescens vy, final-
mente un bacilo Gram-negativo aeré-
bico estricto, Pseudomonas aerugi-
nosa. Estos microorganismos se selec-
cionaron debido a que son los que
usualmente se utilizan para valorar la
potencia antimicrobiana de desinfec-
tantes y otros productos antibacteria-
nos. Entre ellos se encuentran dos de
las especies con mayor resistencia a
los antibacterianos (Pseudomonas
aeruginosa y Serratia marcescens).

En la segunda parte del trabajo
experimental, y con el fin de ensayar la
actividad antibacteriana sobre micro-
organismos orales que incluyeran
patdgenos bucales, se procedi6 al ais-
lamiento e identificacion de bacterias
directamente a partir de muestras cli-
nicas obtenidas de la cavidad bucal.
Para ello se contd con la colaboracion
del personal facultativo de la clinica
odontolégica de la Universidad de Bar-
celona. Se recolectaron un total de
100 muestras directas mediante diver-
sos métodos de muestreo segun la
patologia de que se tratara. Las mues-
tras se trasladaron inmediatamente al
laboratorio para proceder al aislamien-

to primario de microorganismos sobre
diferentes medios de cultivo especifi-
cos que incluyeron: agar sangre y agar
chocolate incluyéndose duplicados de
los mismos en condiciones aerdbicas y
anaerobicas asi como diferentes me-
dios selectivos o de eleccion. Los mi-
croorganismos seleccionados se iden-
tificaron, mediante la observacion de
colonias, tincion Gram y la consiguien-
te observacion microscopica de las
bacterias y, finalmente, la realizacion
de las pruebas bioquimicas convencio-
nales. Eventualmente, cuando fue
necesario se utilizé el sistema miniatu-
rizado API20A. De las cepas aisladas se
selecciond posteriormente un grupo
que se utilizaron en la segunda parte
de este estudio.

Una vez identificadas, las diferentes
cepas se conservaron en medio adicio-
nado de glicerol al 10% en condiciones
de ultracongelacién a -80°C. Las espe-
cies bacterianas estudiadas en esta
segunda fase del estudio fueron: Acti-
nomyces viscosus, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Bacillus
spp, Veillonella parvula, Veillonella
spp y Streptococcus mitis.

La concentracion inhibitoria minima
(CMI) se determind mediante la técni-
ca de dilucién seriada en medio sélido,
utilizando placas de Mueller Hinton
para el estudio de enterobacterias y
estafilococos, agar Mueller Hinton en-
riquecido con sangre de carnero 5%
(v/v) para estreptococos y placas de
Columbia agar enriquecidas con san-
gre de carnero al 5% (v/v), para las
bacterias anaerobias.

Las bacterias anaerobias se incuba-
ron en jarras de Gaspack en las que se
alcanzaron las condiciones anaerobias
mediante el uso del sistema Anaero-
gen (OXOID).
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Los in6culos se prepararon por el
método directo a partir de cultivos de
18-24 horas en agar sangre, realizando
suspensiones de 2 o 3 colonias de
idéntica morfologia en solucién salina
hasta alcanzar una turbidez equivalen-
te al niUmero 0,5 de la escala Mac Far-
land (>10°® ufc/ mL). La concentracion
final en el agar fue de 10* unidades
formadoras de colonia (ufc). Las placas
se inocularon con 10 pl de cada una de
las suspensiones bacterianas. Se incor-
poraron en cada serie dos placas de
control sin sustancia problema como
control de crecimiento y deteccién de
contaminaciones accidentales asi co-
mo las cepas control de referencia.

Se preparé una solucién patrén de
Tantum verde de 1500 pg /mL (en tér-
minos de concentracion de bencida-
mina) y otra a una concentracion de
6000 pg /mL bencidamina HCI, (cuatro
veces mas concentrada que en el pre-
parado comercial), utilizando como
solvente agua destilada estéril. A partir
de estas soluciones patrén se prepara-
ron una serie de diluciones sucesivas
de modo que la concentracion de
agente antibacteriano en las placas
descendiera gradualmente.

Estas diluciones se mezclaron con
el medio fundido a 45° preparado pre-
viamente. Tras mezclarlo cuidadosa-
mente con el agar y con la sangre,
cuando fue necesario, se vertieron en
placas de Petri.

Las pruebas sobre las citadas placas
de Mueller Hinton mezcladas con los
diferentes volumenes de las solucio-
nes iniciales de Tantum verde o benci-
damina HCI, se inocularon cultivando-
se a 37°C durante 72 horas en el caso
de los patégenos anaerobios o sélo
durante 24 horas para el resto de
microorganismos.

RCOE, 2003, Vol 8, N°3, 287-292
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Se llevaron a cabo dos grupos de
experimentos con la intencién de
poder compararlos posteriormente.
Tanto las cepas de uso comin como
los patégenos orales, se ponen a
prueba contra los dos preparados:
Tantum verde y la bencidamina HCI
disuelta. Todas las valoraciones se
realizaron por triplicado y los valores
presentados aqui corresponden a los
valores medios encontrados. Debe
sefialarse que la desviacion de valores
es de un orden completamente des-
preciable.

Transcurrido el periodo de incuba-
cién se procedi6 a la lectura de las pla-
cas determinando el valor de la CMI
que se define como la concentracién
mas baja de sustancia que inhibe el
crecimiento bacteriano Vvisible; se
desech6 como crecimiento la presen-
cia de 2-3 colonias o de un ligero velo.

Resultados

La tabla 1 muestra los valores de
CMI (ug/mL) para cada una de las
cepas estudiadas en la fase inicial del
presente trabajo, mientras que la tabla
2 muestra los valores de CMI obteni-
dos frente a patdgenos orales de aisla-
miento primario.

Las CMI de todas las bacterias eva-
luadas oscilaron entre 46,8 yg/mL y
600 ug/mL, concentraciones inferiores
a las que presenta la bencidamina HCI
en la especialidad Tantum verde, a
excepcion del valor maximo de 3000
pug/mL para Pseudomonas. El dato
mas interesante es que las CMI de los
anaerobios procedentes de cavidad
bucal son inferiores a la concentracion
del principio activo que tiene la espe-
cialidad.

RCOE, 2003, Vol 8, N°3, 287-292
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Tabla : Resultados en términos de los valores
de CMI Tantum verde y bencidamina HCl para los distintos
microorganismos ensayados (en pig/mL)

MICROORGANISMO

Tantum verde

Bencidamina HCI

Enterococcus faecalis 375 750
Escherichia coli 500 600
Klebsiella pneumoniae 375 375
Pseudomonas aeruginosa 750 3000
Serratia marcescens 500 600
Staphylococcus aureus 375 375
Streptococcus pneumoniae 62,5 187,5

Tabla 2. Resultados en términos de los valores
de CMI Tantum verde y bencidamina HCl para los distintos
microorganismos de origen oral ensayados (en pg/mL)

MICROORGANISMO

Tantum verde

Bencidamina HCI

Actinomyces viscosus.

Bacillus spp.
Veillonella parvula
Veillonella spp.
Streptococcus mitis

Actinobacillus actinomycetemcomitans

187,5 46,8
375 46,8
375 93,7
46,9 93,7
375 93,7
46,9 187,5

Discusion

La colonizacion bacteriana de la
cavidad oral se correlaciona claramen-
te con la aparicion de la mayoria, sino
la totalidad de las enfermedades den-
tales, principalmente de caries y de
enfermedades periodontales. La for-
maciéon de las comunidades bacteria-
nas estables en la cavidad oral, deno-
minadas placas dentales es la conse-
cuencia obvia de la colonizacién. En
general se citan dos tipos de placa
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dental: la placa subgingival y la placa
supragingival; la primera relacionada
con la enfermedad periodontal y la
segunda con la caries. La utilizacion de
agentes antibacterianos en la higiene
bucal diaria puede reducir de modo
importante la colonizacion bacteriana
y, por consiguiente, la incidencia de
estas enfermedades.

En este trabajo se ha determinado
cuantitativamente la eficacia anti-
bacteriana de un colutorio cuyas
indicaciones no incluyen especifica-
mente la reduccion de las poblacio-
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nes bacterianas buco-dentales. Esta
cuantificacion se ha realizado por el
método de determinar las concen-
traciones minimas inhibitorias de la
especialidad farmacéutica y de su
principio activo.

A partir de los resultados obtenidos
se ha podido constatar una real efica-
cia bactericida del clorhidrato de ben-
cidamina frente a microorganismos
aislados de la cavidad oral entre los
que se incluyen anaerobios patdgenos
bucales, pertenecientes a géneros
como Actinomyces, Bacillus, Actino-
bacillus, Veillonella o Streptococcus.
Algunos de estos microorganismos
son bien conocidos como responsa-
bles de algunas de las enfermedades
que afectan a la cavidad oral. Diversos
autores®™* han demostrado la efica-
cia bactericida de la benzidamina en
bacterias como P. aeruginosa y S.
aureus y han comprobado un efecto
sinergistico en combinaciones con
antibioticos como la ampicilina, la
tetraciclina o el cloramfenicol. Parece
ser, por tanto, que la bencidamina es
un potente biocida frente a una gran

variedad de microorganismos incluso
en concentraciones menores a las que
son utilizadas en el tratamiento antin-
flamatorio.

En principio, los resultados mues-
tran una mayor resistencia de las bac-
terias Gramnegativas a la benzidamina
lo cual es coherente con el hecho de
que en general estas bacterias presen-
tan una menor susceptibilidad, debido
al efecto protector de su membrana
externa que limita el acceso de las
moléculas desde el exterior a las
estructuras celulares diana. La mayor
susceptibilidad detectada fue la de
Streptococcus mutans que, como se
sabe es el cariégeno primario. En prin-
cipio un resultado como este deberia
llevarnos a la conclusién de que la
benzidamina protege frente a la caries
dental, si bien, como ha sido repetida-
mente sugerido por diversos autores*,
parece que S. mutans debe conside-
rarse un habitante normal de la cavi-
dad oral y que son los factores
ambientales, tales como la dieta o la
predisposicion genética, los que de-
terminarian finalmente que el cariége-
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