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Resumen

La microbiota oral canina estd compuesta por comunidades polimicrobianas que en
condiciones de homeostasis desempenan un papel crucial en el mantenimiento de la
salud oral. Sin embargo, cuando se altera este equilibrio, se generan cambios en estas
comunidades, lo que conlleva al desarrollo de patologias como la enfermedad periodon-
tal. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto antimicrobiano de antisépticos de
uso frecuente para la higiene oral de caninos (Canis familiaris) sobre la microbiota de la
biopelicula dental. El estudio se realizé en dos fases: en la fase I, se hizo un estudio expe-
rimental in vitro para determinarla actividad antimicrobiana de 3 antisépticos orales con
clorhexidina como componente activo. En la fase II, se realiz6 un estudio de interven-
cién tipo longitudinal donde se incluyeron 24 caninos divididos en 3 grupos, alos cuales
se les aplic6 un antiséptico oral diferente durante 30 dias. Posteriormente, se recolectd
biopelicula dental en distintos intervalos de tiempo y se calculd el porcentaje de inhibi-
ci6én de biopelicula. El efecto antimicrobiano in vitro de los antisépticos fue similar; no se
encontraron diferencias significativas en los didmetros de los halos de inhibicién. Luego
delaaplicacién tépica, se determiné que la disminucion de la biopelicula generada porla
solucion antiséptica 1 fue mas constante y homogénea en el tiempo, en comparacién con
las soluciones 2 y 3. Se demostré in vivo que las tres soluciones poseen actividad antimi-
crobiana significativa, por consiguiente, su uso periddico, disminuye significativamente
la formacién de biopelicula dental en caninos.
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Claudia Maria Bedoya-Correa et al.

Effect of antiseptic solutions on oral biofilm
microbiota of canines (Canis familiaris)

Abstract

The oral microbiota of canines is composed of polymicrobial communities that, under
homeostatic conditions, play a significant role in maintaining the oral health status.
However, when this balance is altered, these communities change, which leads to the
development of different conditions, such as periodontal disease. The objective of this
work was to assess the antimicrobial effect of antiseptic solutions, used regularly for oral
hygiene procedures in canines (Canis familiaris), on the oral biofilm microbiota. This
work was divided into two phases: the first phase consisted of an in vitro experimen-
tal assay to determine the antimicrobial activity of three oral antiseptic solutions using
chlorhexidine as the main active component. During phase II, a longitudinal, interven-
tion procedure was performed using 24 canines divided into 3 groups; every group recei-
ved a different oral antiseptic solution for 30 days. Oral biofilm was collected at different
time intervals and the percentage of biofilm inhibition was calculated. The in vitro anti-
microbial effect of all the solutions was similar and the inhibition haloes did not show
any significant differences. After topical application, it was observed that antiseptic solu-
tion 1 showed a more consistent and homogeneous biofilm reduction when compared to
solutions 2 and 3. In vivo, all three solutions exhibited a significant antimicrobial activity.
Therefore, the regular use of antiseptic solutions significantly reduced the formation of
oral biofilm in canines.

Keywords: canine; oral health; dental biofilm; periodontal disease.

2 Rev. Med. Vet. ISSN 0122-9354 ISSNe 2389-8526. Bogot4 (Colombia) N° 49: 1-12, julio-diciembre de 2024



Efecto de soluciones antisépticas sobre la microbiota de la biopelicula dental de caninos

INTRODUCCION

La microbiota oral canina es altamente diversa y estd
formada por comunidades polimicrobianas comensa-
les. Factores como el tipo de alimentacién, los regi-
menes de cuidado, el estado de salud-enfermedad y la
edad del canino, pueden afectar el equilibrio ecolégi-
co de la cavidad oral, ocasionando un cambio en las
comunidades microbianas, lo que conlleva al desarro-
llo de diferentes patologias (1, 2). Una de las patolo-
gias orales mds frecuente en caninos ocasionada como
consecuencia de la alteracion de la homeostasis de la
cavidad oral es la enfermedad periodontal (EP), la cual
es considerada como un proceso patoldgico progresivo
que se origina a partir de la adhesién y acumulacién
excesiva de bacterias que forman biopeliculas a nivel
subgingival (3-5). Estas bacterias secretan productos
metabdlicos como amoniaco y compuestos volatiles
de azufre, que ocasionan halitosis, asi como enzimas
proteoliticas y endotoxinas, que promueven lainflama-
cionylaactivacién del sistema inmunoldgico del cani-
no (6-8). La gingivitis es consideradala etapainicial de
la EP donde la inflamacién ocurre a nivel de la encia.
Sin tratamiento, esta puede convertirse en periodon-
titis, la cual involucra las estructuras de soporte mds
profundas del diente (ligamento periodontal y hueso
alveolar), que conlleva a la destruccién de los tejidos
con la subsiguiente pérdida de insercion dental. Esta
enfermedad ademds de generar dolor, trae consecuen-
cias graves tanto a nivel local como sistémicas (6, 9).

La EP es una de las patologias mds comunes que afec-
tan a caninos de diferentes razas, sexo y edad (10). La
prevalencia de esta enfermedad oscila entre el 44 y el
64 %, alcanzando hasta un 80 % en perros mayores de
3afios (11, 12). Se hareportado que en los caninos hay
un acumulo de biopelicula mucho mayor que en los
humanos, esto soporta la razén del porqué la EP es la
mds prevalente frente a otras patologias encontradas
en caninos (10). Los dientes més afectados por esta
patologia son los premolares y los dientes maxilares, y

entre mas avanzadala edad delos caninos, mayor pro-
babilidad de perder estructuras dentales. Por consi-
guiente, el propésito de la prevencién y el tratamiento
de la EP en caninos es mantener la encfa clinicamen-
te sana al disminuir la formacién y acumulacién de
biopelicula en las superficies dentales para evitar la
inflamacién (9).

Aunque la eliminacién de la biopelicula dental por
accién mecanica (cepillado de dientes) es el mejor
método de prevenciéon de enfermedades orales, rara vez
se consigue debido a la falta de compromiso por par-
te del cuidador o por la carencia de habilidad técnica
pararealizar el cepillado, ademads, porlano aceptacién
del proceso por parte del canino (9, 13). Por tanto, la
inhibiciéon de la adherencia bacteriana mediante el uso
de agentes quimicos también puede controlarla forma-
cién de labiopelicula, particularmente en caninos alos
que el cepillado de dientes no se les realiza de manera
periédica (13). Se ha demostrado que la clorhexidina
(CHX) es el principal antiséptico de amplio espectro
para el control quimico de la biopelicula oral, porque
presenta baja toxicidad y su naturaleza catiénica oca-
siona dafio a nivel dela pared celulary precipita el cito-
plasma bacteriano, ademds, la CHX tiene propiedades
antifungicas y antivirales. Posee alta sustantividad,
es decir, se une a proteinas salivares para ser liberada
paulatinamente en dosis efectivas que garantizan la
persistencia de su actividad antimicrobiana (8, 14, 15).

Esnecesario comprender que la alteracién de las comu-
nidades microbianas de la biopelicula puede generar
diversos procesos patoldgicos y que el mantenimien-
to de la homeostasis oral es fundamental para preve-
nir inflamacién de los tejidos, abscesos, pérdida de
estructura dental, pérdida de hueso, y repercusiones
directas sobre la salud en general de los caninos. Por
consiguiente, el objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto antimicrobiano de productos de uso frecuente
paralahigiene oral de caninos (Canis familiaris) sobre
la microbiota de la biopelicula dental.
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MATERIALES Y METODOS
Poblacion de estudio

Este trabajo se llev6 a cabo en dos fases. En la fase I se
realizé un estudio experimental in vitro con muestras
de biopelicula dental colectadas de 5 caninos diferen-
tes, y en la fase I, un estudio de intervencién longitu-
dinal. Para realizar la segunda fase de este estudio, se
contd con una muestra de 24 caninos (C.familiaris)
entrelos 2 y 9 aios de edad ubicados en el drea metro-
politana de la ciudad de Medellin, Colombia. Los
caninos incluidos en este estudio eran de diferentes
razas y tamanos, con alimentacién combinada o con-
centrados. Se excluyeron caninos que estuvieran en
tratamiento farmacoldgico con terapia antibidtica o
antimicética tres meses previos ala toma de la muestra.
Los cuidadores de los caninos recibieron informacién
sobre los objetivos del estudio y firmaron un consen-
timiento informado antes de la toma de la muestra.
Todos los caninos empleados en este estudio fueron
manejados en estricta concordancia conlo establecido
por la Ley 84 de 1989 (Estatuto Nacional de Protec-
cién de los Animales). Este trabajo fue aprobado por
el Comité de Etica dela dela Universidad Cooperativa
de Colombia (008/2020).

Recoleccion de muestras
de biopelicula dental

Antes de recolectar la biopelicula se indicé a los cui-
dadores de los caninos suspender el uso de cremas
dentales, enjuagues bucales y/o juguetes masticables
al menos siete dias previos a la toma de la muestra y
durante el tiempo de exposicion al tratamiento. La
muestra de biopelicula se colect6 con una cucharilla
odontoldgica estéril abarcando todos los dientes de la
hemiarcada superior derecha, a nivel de la zona cervi-
cal. La muestra fue transferida a un asa calibrada estéril
de 1 pL hasta colectar un total de 10 uL de biopelicula
y se deposité dentro un tubo eppendorf que contenia
490 pL de solucién salina al 0,9 % (Corpaul, Colombia)
y tres perlas de vidrio estériles para ayudar a disgregar

la biopelicula. Las muestras se almacenaron temporal-
mente a4 °C en hielo y fueron transportadas al Labora-
torio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia
de la Universidad Cooperativa de Colombia, campus
Medellin, para procesarlas dentro de las siguientes
dos horas.

Fase I. Actividad antimicrobiana in
vitro de soluciones antisépticas orales
sobre microorganismos aislados

de biopelicula dental de caninos

En este ensayo in vitro se evaluaron 3 productos anti-
sépticos comercialmente disponibles empleados en la
higiene oral de caninos. Los productos evaluados fue-
ron codificados como: solucién antiséptica 1 (SA-1),
solucién antiséptica 2 (SA-2) y solucién antiséptica 3
(SA-3). La actividad antimicrobiana de las soluciones
antisépticas se evalu6 sobre microorganismos aislados
de biopelicula dental de caninos diferentes mediante
la prueba de difusién en agar.

Preparacion del indculo microbiano

Muestras de biopelicula dental de 5 caninos diferentes
se colectaron como se reportd anteriormente. Estas
muestras fueron depositadas de maneraindependiente
en 490 uL de solucién salina estéril al 0,9 % y se agita-
ron en vortex (Heidolph Reax top, Germany) durante
1 min para separar el conglomerado microbiano de la
biopelicula. Posteriormente, la turbidez de las suspen-
siones celulares se ajusté a 0,5 de la escala de McFar-
land, esto equivale a una concentracién celular de 1-2
x 10° UFC/ml (Unidades Formadoras de Colonias por
mililitro).

Prueba de sensibilidad

Para determinar la susceptibilidad de los microorga-
nismos de la biopelicula dental de los caninos frente
a las soluciones antisépticas, se realizé la prueba de
difusién en agar mediante el método de Kirby-Bauer
descrito por Bauer et al. (16) y modificado por el CLSI

4 Rev. Med. Vet. ISSN 0122-9354 ISSNe 2389-8526. Bogot4 (Colombia) N° 49: 1-12, julio-diciembre de 2024



Efecto de soluciones antisépticas sobre la microbiota de la biopelicula dental de caninos

(Clinical and Laboratory Standards Institute) (17).
En resumen, un hisopo de algodén estéril se sumer-
gi6 de manera independiente en cada una de las §
suspensiones celulares y se colocé en la superficie del
medio de cultivo Agar Miiller-Hinton (Merck KGaA,
Germany), extendiéndose de forma paralela abarcan-
do toda la superficie del agar, este proceso se repitié
rotando la placa 60°y se dej6 secar durante S min den-
tro de la cdmara de flujo laminar (BioBase, China).
Para realizar la prueba de difusién en agar, discos de
filtro estériles se impregnaron con 10 pL de las solu-
ciones antisépticas SA-1, SA-2 y SA-3. Adicionalmen-
te, se utilizo CHX al 0,2 % (Clorhexol, Farpag S.A.S.,
Colombia) como control positivo y solucién salina al
0,9 % como control negativo. Los discos se ubicaron
de manera equidistante en la superficie del agar con
una pinza metdlica estéril, presionando suavemente
para permitir su adherencia. Los cultivos se dejaron
reposar durante 15 min a temperatura ambiente para
facilitarla difusién de las soluciones, y posteriormente,
se incubaron de manera invertida en microaerofilia a
37 °C durante 24 h en una atmosfera de 5% de CO,,.
Después del periodo de incubacidn, se midié el didme-
tro de lazona de inhibicién. Los ensayos se realizaron
por triplicado.

Fase II. Efecto de la aplicacion
topica de las soluciones antisépticas
en la cavidad oral de caninos

Para determinar la actividad antimicrobiana in vivo
de las soluciones antisépticas evaluadas en la fase I
sobre la microbiota de la biopelicula dental, se selec-
cionaron 24 caninos. Previa a la aplicacién tépica de
los antisépticos, se conformaron de manera aleatoria
tres grupos. Grupo I- caninos tratados con SA-1 (n=8),
Grupo II- Caninos tratados con SA-2 (n=8), y Grupo
I11- Caninos tratados con SA-3 (n=8).

A los caninos de cada grupo se les aplicé diariamen-
te, y durante un mes, tres aspersiones de cada pro-
ducto antiséptico directamente sobre los dientes de
la hemiarcada superior derecha. Posteriormente, se

colectaron muestras de biopelicula dental en diferen-
tes intervalos de tiempo, en el dia O previo a la aplica-
cion del tratamiento, dia 10, dia 20 y dia 30 después de
la aplicacién tépica del tratamiento.

Procesamiento microbiolégico
de las muestras

Las muestras de biopelicula dental colectadas en los
diferentes intervalos de tiempo se agitaron en vortex
durante 1 min y se realizaron microdiluciones seriadas
en solucién salina al 0,9 %. Para realizar el recuento
de células viables, alicuotas de 10 pL de las diluciones
10-10°¢ fueron inoculadas por duplicado en Agar BHI
(Difco Laboratories, France) mediante el método de
gota. Los cultivos se incubaron a 37 °C en microaero-
filia (5 % de CO,) por 48 h para permitir el crecimien-
to completo de las colonias. Finalmente, la actividad
antimicrobiana se determiné mediante la obtencién
del porcentaje de inhibicién de crecimiento para cada
solucion antiséptica, utilizando la siguiente ecuacién:

% de Inhibicién = [(UFC,

inicial

x 100

-UEC, )/ UFC

inicial]

Donde UFCinicial corresponde a las Unidades For-
madoras de Colonias antes de la exposicién a la solu-
cién antiséptica; y UFCfinal, Unidades Formadoras
de Colonias después de la exposicion a la solucién
antiséptica.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé usando el programa
IBM SPSS versién 28. Serealizé una descripcion de las
caracteristicas zoograficas de los caninos y los resulta-
dos de inhibicién del crecimiento microbiano, tanto in
vitro como in vivo, fueron calculados mediante la esti-
macion de frecuencias relativas y absolutas o medidas
de resumen segun la naturaleza de las variables. Para
comparar la inhibicién del crecimiento generada por
las soluciones antisépticas evaluadas in vitro e in vivo,
los resultados se examinaron mediante la prueba H de
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Kruskal Wallis, dado el incumplimiento del supuesto
de distribucién normal verificado con la prueba de
Shapiro Wilk. Para aquellos casos donde se presentd
significacion estadistica se realizé un analisis de com-
paraciones multiples mediante la prueba U de Mann
Whitney con correccién de Bonferroni. Los valores de
p < 0,05 fueron considerados significativos.

RESULTADOS
Poblacidn de estudio

La edad promedio de los caninos seleccionados fue
de 4,43 afios. Se evidencié una mayor prevalencia de
machos (58,3 %) que de hembras (41,7 %) y se pudo
observar que predominaron los caninos de tamafo
grande (54,2 %). El tipo de alimentacién proporcio-
nada por los cuidadores fue con mayor frecuencia la
alimentacién de tipo combinada (70,8 %) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas zoogréficas de los caninos

Variable Caninos (n=24)
Macho 14 (58,3%)
Sexo
Hembra 10 (41,7%)
Pequefo 2 (8,3%)
Tamafo Mediano 9 (37,5%)
Grande 13 (54,2%)
Concentrado 7(29,2 %)
Tipo de alimentacién
Combinada 17 (70,8%)
Edad (Media + DE) 4,43 +3,02

Efecto antimicrobiano in vitro

de las soluciones antisépticas orales
sobre microorganismos aislados

de la biopelicula dental de caninos

Laactividad antimicrobiana de las soluciones antisép-
ticas orales fue evaluada mediante el ensayo de difu-
sién en agar utilizando como blanco microorganismos

aislados de biopelicula dental de caninos. Enla Tabla 2
se muestra la composicién quimica de las 3 soluciones
antisépticas orales empleadas en este estudio.

Los resultados in vitro demostraron que las solucio-
nes antisépticas analizadas exhibieron una actividad
inhibitoria alta (Figura la), y fue posible determinar
que los didmetros de los halos de inhibicién fueron
similares (Figura 1b). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las soluciones
antisépticas ni con el control positivo (p=0,131). Lo
anterior indica que todas las soluciones antisépticas
demostraron tener una actividad antimicrobiana simi-
lar (Tabla 3), por lo tanto, fueron utilizadas en la fase
in vivo del estudio.

Tabla 2. Composiciéon de las soluciones antisépticas
orales empleadas para la higiene oral de caninos

Solucién antiséptica Composicion
AL Gluconato de clorhexidina 0,21 g (equivale a
0,12 g de clorhexidina base)
Clorhexidina acetato 100 mg
SA-2
Excipientes. c.s.p 100 ml
Clorhexidina digluconato 0,5 g (equivale a
SA-3 0,26 g de clorhexidina base)
Excipientes. c.s.p 100 ml

Figura 1. Efecto inhibitorio de soluciones antisépticas
orales y CHX al 0,2 % sobre microorganismos
aislados de biopelicula dental de caninos
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a). Prueba de difusién en agar de soluciones antisépticas orales frente
a microorganismos aislados de biopelicula de un canino. SA-1 (so-
lucién antiséptica 1), SA-2 (solucién antiséptica 2), SA-3 (solucién
antiséptica 3), CHX (control positivo), control negativo (solucién
salina 0,9%); b) didmetros de las zonas de inhibicién (mm)

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de soluciones
antisépticas orales sobre microorganismos
aislados de biopelicula dental de caninos

Tabla 4. Distribucion de los grupos de caninos
y tratamiento antiséptico aplicado

Variable Categoria n

Grupo |-Antiséptico SA-1

Macho 5

Sexo
Hembra

Pequerio 1

Tamano Mediano

Grande

Concentrado

o IN AW

Tipo de alimentacién
Combinada

Grupo lI-Antiséptico SA-2

Macho

Sexo
Hembra

Pequerio

Tamano Mediano

Grande

Concentrado

Tipo de alimentacion

D IN IO WO WU

Combinada

Grupo lll-Antiséptico SA-3

Macho 4

Sexo
Hembra 4

Halo de inhibicion (mm)
Solucidn antiséptica Valor p
Mediana (RIQ)
SA-1 23,5(17,0-25,0)
SA-2 21,5(19,0-25,0)
0,131
SA-3 245 (22,0-28,0)
CHX 20,0 (18,0-25,0)

Pequeno 1

Tamano Mediano

Grande

Prueba H de Kruskal Wallis. RIQ: rango intercuartilico. CHX: con-
trol positivo, clorhexidina al 0,2 %.

Efecto de la aplicacidn tépica
de las soluciones antisépticas
en la cavidad oral de caninos

Luego de determinar in vitro que las soluciones anti-
sépticas presentaron alta actividad antimicrobiana, se
procedid arealizar la aplicacién tépica de cada una de
ellas en la cavidad oral de los caninos. En la tabla 4 se
describe la distribucién de cada grupo y el tratamiento
antiséptico aplicado. Antes de iniciar el tratamiento,
y después de cada exposicidn, se realiz6 un recuento
de células viables y se calculé el porcentaje de inhibi-
cién de la microbiota de la biopelicula dental (Tabla S).

Concentrado

Tipo de alimentacién

O iw i W

Combinada

Tabla 5. Porcentaje de inhibicién de la biopelicula
dental de caninos en diferentes tiempos de
aplicacién topica de las soluciones antisépticas

Solucion | T10-Inhibicion | T20-Inhibicion | T30-Inhibicion
antisép- (%) (%) (%)
tica Mediana (RIQ) Mediana (RIQ) Mediana (RIQ)
SA-1 90,0 (83,5-94,3) 95,0 (92,0-97,2) 91,0 (89,5-95,0)
SA-2 93,7(85,8-97,9) | 659 (36,7-87,7) | 96,7(94,9-98,8)
SA-3 57,4 (37,9-76,2) 96,7 (95,5-97,4) 97,6 (92,1-98,3)
Valor p *0,015 *0,044 0,073

*p<0,0S. Prueba H de Kruskal Wallis. RIQ: rango intercuartilico. T10:
inhibicién de biopelicula después de 10 dias de aplicacién topica,
T20: inhibicién de biopelicula después de 20 dias de aplicacion topica,
T30: inhibicién de biopelicula después de 30 dias de aplicacion topica.
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Al analizar los resultados, se evidencié que las 3 solu-
ciones antisépticas disminuyeron la formacién de la
biopelicula dental durante los primeros 10 dias de
aplicacion. Sin embargo, la soluciéon SA-2 exhibié por-
centajes significativamente mayores comparado con la
inhibicién generada luego de la aplicacion de la solu-
cién SA-3 (p=0,016). Por otro lado, no se observaron
diferencias significativas entre las soluciones SA-2 y
SA-1 (p=1,00) (Figura2).

Figura 2. Porcentaje de inhibicidn de biopelicula
dental de caninos después de 10 dias de la aplicacion
topica de las soluciones antisépticas orales
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En la figura 3 se observa que 20 dias después de la
aplicacién de las soluciones antisépticas sobre las
superficies dentales de los caninos, SA-3 gener6 una
inhibicidn significativamente mayor en comparacién
con SA-2 (p=0,028). Por otro lado, no se evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas en los por-
centajes de inhibicién de SA-1y SA-3 (p=0,10). Pese
a que después de 10 dias de exposicién a la solucién
SA-2 se obtuvieron los mayores porcentajes de inhibi-
cién (mediana 93,7 %), se pudo evidenciar que, 20 dias
después de haberiniciado el tratamiento, la microbiota
de la biopelicula dental se restablecié y su inhibicién
disminuyé considerablemente (mediana 65,9 %). Lo
contrario se observa con el efecto producido por SA-3,
el cual ocasiond porcentajes de inhibicién menores 10
dias después de su aplicacién (mediana 57,4 %), sin
embargo, después de 20 dias de aplicacién diaria se
generd una inhibicién significativa (mediana 96,7 %)
en comparacién las demds soluciones antisépticas.

Figura 3. Porcentaje de inhibicién de biopelicula
dental de caninos después de 20 dias de la aplicacion
topica de las soluciones antisépticas orales
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Por dltimo, 30 dias después de la exposicion a las
soluciones antisépticas, la inhibicién de la biopelicu-
la dental de los caninos fue mds homogénea y no se
observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos (p=0,073), 1o que indica que las
tres soluciones presentaron un efecto antimicrobiano
in vivo similar un mes después de su aplicacion tépica
(Figura 4).

Figura 4. Porcentaje de inhibicién de biopelicula
dental de caninos después de 30 dias de la aplicacion
topica de las soluciones antisépticas orales
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En la figura S, se integran los porcentajes de inhibi-
cién generados por las tres soluciones antisépticas en
los diferentes tiempos de exposicion. En esta figura
se puede observar que la inhibicién incrementa en la
mayoria de los casos analizados, sin embargo, SA-1
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generd una reduccion de biopelicula dental conside-
rable después de 10 dias de aplicacién tépica (90 %), y
su efecto antimicrobiano fue relativamente contante
durante el tiempo de exposicion. En contraste, el por-
centaje de inhibiciéon de SA-2 no fue homogéneo y la
eficacia de SA-3 fue mayor 20 dias después de aplicar
el tratamiento

Figura 5. Inhibicion de biopelicula dental (%)
de caninos después de la aplicacién tépica
de soluciones antisépticas orales

100 —

B D [o]
o o o
| | |

% inhibicién de biopelicula

N
o
|

SA-1 SA-2 SA-3
Solucién antiséptica

H T10 B 120 T30

T10: 10 dias de exposicidn, T20: 20 dias de exposicion, T30: 30 dias
de exposicién

DiscusioN

Lanaturaleza polimicrobiana de la biopelicula es con-
siderada el factor causal de diferentes enfermedades
orales en caninos. Si esta biopelicula no se remueve
periédicamente por falta de medidas de higiene oral,
se genera un acimulo en exceso de microorganismos,
que a nivel local, puede ocasionar inflamacién y des-
truccion de los tejidos periodontales (13), ademis, la
diseminacién de estos microorganismos y sus toxinas
a través del torrente sanguineo, pueden traer conse-
cuencias a nivel sistémico, como dano renal, hepético
o cardfaco (8, 18, 19). Por consiguiente, la disminucién
de la formacién de la biopelicula dental es esencial
para mantener la salud de los caninos. En este trabajo

se evaluaron tres soluciones antisépticas empleadas
comercialmente para la higiene oral de caninos con
CHX como componente activo, para determinar su
actividad antimicrobiana in vitro sobre células plancté-
nicasy su capacidad de inhibir la formacién de biopeli-
cula dental in vivo. Multiples estudios han demostrado
la eficacia de la CHX en la inhibicién del crecimiento
microbiano (20-23), validando su uso como control
positivo para comparar otras formulaciones, inclui-
das las que contienen CHX en diferentes concentra-
ciones (22).

Los resultados obtenidos en la fase I de esta investiga-
cién, demostraron que las tres soluciones antisépticas
evaluadas tuvieron un efecto antimicrobiano in vitro
similar sobre el conglomerado de microorganismos
aislados de la biopelicula dental de caninos. Estos
resultados concuerdan con los publicados por Ronan-
ki et al. (22), quienes evaluaron el efecto antimicro-
biano in vitro de enjuagues bucales que contenian el
mismo ingrediente activo (CHX) pero en diferentes
concentraciones (0,2 %, 0,12% y 0,1 %) frente a cul-
tivos plancténicos de cepas individuales de cavidad
oral, Actinomyces viscosus (ATCC 3268), Candida
albicans (MTCC 183), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Streptococcus mutans (ATCC 21293), S. sanguis
(MTCC 442) v S. pyogenes (MTCC 4429). Los autores
demostraron la eficacia antimicrobiana de los enjua-
gues bucales sobre las cepas de referencia evaluadas
y concluyeron que los enjuagues con CHX al 0,1% y
al 0,12 % exhibieron una eficacia comparable con los
enjuagues bucales con CHX al 0,2 %, independiente-
mente de sus formulaciones.

Resultados similares se evidenciaron en un modelo
de biopelicula monoespecie in vitro, donde se eva-
luaron tres especies bacterianas que se encuentran
comtinmente en la biopelicula subgingival de caninos,
Porphyromonas gulae, Actinomyces canis y Neisseria
canis. En este estudio se investigé el efecto de la CHX
al 0,12 %, Tris-EDTA (4cido etilendiaminotetraacé-
tico de trometamina) y una combinacién de ambos,
sobre biopeliculas previamente formadas. Después de
24 h de exposicidn, se determiné que en la biopelicula
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tratada con la mezcla de CHX al 0,12 % y Tris-EDTA,
los recuentos (UFC/ml) de P. gulae fueron mas bajos
en comparacion con el tratamiento realizado solo con
CHX al 0,12 %, por lo que se concluye, en ese modelo
in vitro, que esta mezcla tiene un efecto sinérgico con-
tra esta especie. Sin embargo, se generé una mayor
reduccion en el numero de UFC/ml de A. canis y N.
canis solo con el tratamiento de CHX al 0,12 %, desta-
cando la eficacia de la CHX en la inhibicién in vitro de
bacterias orales de caninos (23).

En la fase IT de este estudio se evalué la eficacia anti-
microbiana de tres soluciones antisépticas después de
30 dias de aplicacién tépica. Estos resultados concuer-
dan con los reportados en un trabajo realizado para
detectar la deposicién de biopelicula en 32 caninos.
Los investigadores dividieron a los caninos en 4 gru-
pos. Grupo 1, conformado por caninos sin ningtin tipo
de cuidado dental, grupo 2, caninos que recibieron
una provision de masticables dentales dos veces al dia
después dela comida, grupo 3, caninos alos que se les
aplic6 CHX al 0,2 % dos veces al dia después de cada
alimentacién, y grupo 4, caninos a los que se les com-
biné el tratamiento de CHX mds el masticable dental.
Los grupos que recibieron de forma independiente
CHX y masticables dentales exhibieron una disminu-
cion significativa de biopelicula luego de 28 dias de
iniciado el tratamiento. Sin embargo, se encontré que
el efecto combinado de la CHX mads los masticables
dentales fue el més efectivo debido a que el 100 % de
los caninos permanecieron libres de depdsitos de bio-
pelicula fresca, lo que concluye que laimplementacién
de métodos quimicos y mecdnicos potencializan la eli-
minacién de biopelicula dental (24).

Aunque las soluciones antisépticas analizadas en el
presente estudio contenian CHX en diferentes con-
centraciones, presentaron un efecto antimicrobiano
in vivo similar un mes después de su uso (p=0,073).
No obstante, ningtin antiséptico generd una inhibi-
cién completa de la biopelicula dental en los caninos.
Se hareportado que los microorganismos que consti-
tuyen las biopeliculas son varios 6rdenes de magnitud
mads resistentes a agentes quimicos en comparacién

con sus contrapartes plancténicas, por lo tanto, des-
empenan un papel significativo en la persistencia de
infecciones bacterianas (25, 26). Singh et al. (27) y Li
etal. (28), argumentan que la difusién limitada de los
antimicrobianos a través de la matriz de la biopelicula,
la expresion diferencial genes de resistencia, la adapta-
cioén genética, entre otros factores, hacen que se genere
mayor resistencia de las bacterias cuando estas crecen
en biopeliculas. Debido a estaresistencia intrinseca, la
eliminacion de biopeliculas es considerablemente mds
compleja cuando se emplean agentes antimicrobianos,
los cuales exhiben en las células planctoénicas resulta-
dos de erradicacién significativos (28, 29).

CONCLUSIONES

Es relevante reconocer a la biopelicula como un com-
plejo dindmico que en condiciones de homeostasis
desempena un papel crucial en el mantenimiento de la
salud oral, y que la microbiota oral residente previene
el establecimiento y colonizacién de microorganis-
mos patégenos. En consecuencia, es necesario imple-
mentar tratamientos que controlen la proliferacién de
poblaciones microbianas potencialmente patégenas,
sin alterar o eliminar la microbiota protectora asocia-
da a salud oral.

Pese a que los microorganismos que hacen parte de las
biopeliculas presentan gran resistencia frente a agentes
antimicrobianos, se demostr6 que las 3 soluciones anti-
sépticas con CHX como componente activo poseen
actividad antimicrobiana significativa sobre estos
conglomerados multiespecie. La aplicacién periodi-
ca de estos antisépticos orales controla la formacién
de biopelicula dental en caninos. Sin embargo, el uso
prolongado de CHX podria generar pigmentacién del
esmalte y activacion de mecanismos de resistencia bac-
teriana, por consiguiente, se debe considerar disminuir
su exposicion. Por estarazoén, la soluciéon SA-1 es consi-
deradala mejor opcién para controlar la formacién de
biopelicula dental y prevenirla EP en caninos, porque
entre 10 y 20 dias de exposicién genera un porcentaje
de inhibicién constante superior al 90 %.
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