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Resumen

Objetivo: Comparar, bajo condiciones in vitro, la actividad antibacteriana de un enjuague bucal formulado con
oxigeno activo (blue®m) y de la clorhexidina al 0,12% frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, mediante la
evaluacion del diametro del halo de inhibicion en distintos intervalos temporales. Materiales y métodos: Se llevo a
cabo un estudio experimental in vitro con un disefio factorial 2x3, utilizando la técnica de difusion en agar Mueller—
Hinton suplementado e incubacion en ambiente de anaerobiosis. El efecto antibacteriano fue evaluado a las 4, 8 y 12
horas. El analisis estadistico incluyd estadistica descriptiva y ANOVA de dos vias con prueba post hoc de Tukey
(p<0,05). Resultados: No se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre los enjuagues en las
evaluaciones realizadas a las 4 y 8 horas. A las 12 horas, la clorhexidina al 0,12% evidencié un mayor efecto
inhibitorio en comparaciéon con el enjuague con oxigeno activo (p=0,033). Conclusion: El enjuague con oxigeno
activo mostrd una eficacia antibacteriana similar a la clorhexidina durante los tiempos iniciales de evaluacidn; sin
embargo, la clorhexidina present6 una accion antimicrobiana mas prolongada.

Palabras clave: Porphyromonas gingivalis; Clorhexidina; Oxigeno activo; Enjuague bucal; Actividad antibacteriana.

Abstract

Objective: To compare in vitro the antibacterial activity of an active oxygen-based mouthwash (blue®m) and 0.12%
chlorhexidine against Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 by evaluating the diameter of the inhibition halo at
different time intervals. Materials and methods: An in vitro experimental study with a 2x3 factorial design was
conducted. The agar diffusion method was applied using supplemented Mueller—Hinton agar, with incubation under
anaerobic conditions. Antibacterial activity was assessed at 4, 8, and 12 hours. Statistical analysis included descriptive
statistics and two-way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s post hoc test, adopting a significance
level of p < 0.05. Results: Both mouthwashes exhibited antibacterial activity against Porphyromonas gingivalis at all
evaluated time points. No statistically significant differences were observed between the groups at 4 and 8 hours.
However, at 12 hours, 0.12% chlorhexidine showed a significantly greater inhibitory effect compared to the active
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oxygen mouthwash (p = 0.033). Conclusion: The active oxygen-based mouthwash demonstrated antibacterial activity
comparable to chlorhexidine during the initial evaluation periods; however, chlorhexidine showed greater persistence
of the antimicrobial effect. These findings support the potential use of active oxygen as an adjunctive agent for the
initial control of anaerobic periodontal pathogens.

Keywords: Porphyromonas gingivalis; Chlorhexidine; Active oxygen; Mouthwash; Antibacterial activity.

Resumo

Objetivo: Comparar in vitro a atividade antibacteriana de um enxaguatoério bucal formulado com oxigénio ativo
(blue®m) e da clorexidina a 0,12% frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, por meio da avaliagdo do
didametro do halo de inibi¢do em diferentes intervalos de tempo. Materiais e métodos: Foi realizado um estudo
experimental in vitro com delineamento fatorial 2x3. Utilizou-se a técnica de difusdo em agar Mueller—Hinton
suplementado, com incubagdo em condi¢des de anaerobiose. A atividade antibacteriana foi avaliada nos tempos de 4,
8 ¢ 12 horas. A analise estatistica incluiu estatistica descritiva e analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida
do teste post hoc de Tukey, adotando-se nivel de significancia de p < 0,05. Resultados: Ambos os enxaguatorios
apresentaram atividade antibacteriana frente a Porphyromonas gingivalis em todos os tempos avaliados. Ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos nas avaliagdes de 4 e 8 horas. Entretanto, em 12
horas, a clorexidina a 0,12% apresentou maior efeito inibitdrio em comparagdo ao enxaguatorio com oxigénio ativo (p
= 0,033). Conclusdo: O enxaguatdrio bucal com oxigénio ativo apresentou atividade antibacteriana comparavel a
clorexidina nas primeiras horas de avaliacdo; contudo, a clorexidina demonstrou maior persisténcia do efeito
antimicrobiano. Esses achados reforcam o potencial do oxigénio ativo como agente coadjuvante no controle inicial de
patogenos periodontais anaerobios.

Palavras-chave: Porphyromonas gingivalis; Clorexidina; Oxigénio ativo; Enxaguatorio bucal; Atividade
antibacteriana.

1. Introduccion

Las enfermedades periodontales se reconocen como una de las condiciones mas frecuentes que comprometen la salud
oral en la poblacion mundial y representan un desafio relevante para los sistemas de salud debido a su elevada frecuencia y a
las consecuencias funcionales y bioldgicas que pueden generar en los individuos afectados. Estas patologias se desarrollan
como resultado de la acumulacion y maduracion del biofilm dental, proceso que desencadena una respuesta inflamatoria del
huésped que, en ausencia de un control adecuado, puede progresar desde una gingivitis reversible hasta una periodontitis
caracterizada por la destruccion irreversible de los tejidos de soporte dentario (Bui et al., 2019; Jones, 1997).

La transicion desde un estado periodontal saludable hacia la enfermedad se asocia con cambios progresivos en la
composicion del biofilm subgingival, con predominio de bacterias anaerobias gramnegativas altamente patdgenas. Entre estas,
Porphyromonas gingivalis ha sido ampliamente reconocida como un microorganismo clave en la patogénesis de la
periodontitis, debido a su capacidad para modular la respuesta inmune del huésped, alterar el equilibrio microbiano y favorecer
un estado de disbiosis periodontal, incluso en concentraciones relativamente bajas (Bui et al., 2019; Deliberador et al., 2020).

El tratamiento periodontal convencional se fundamenta principalmente en el control mecanico del biofilm mediante
procedimientos como el raspado y alisado radicular, los cuales pueden complementarse con el uso de agentes quimicos
antimicrobianos para potenciar la reduccion de la carga bacteriana. En este contexto, la clorhexidina tradicionalmente
considerada el referente en el control quimico del biofilm dental debido a su amplio espectro de accion frente a
microorganismos y a su elevada sustantividad, que le permite mantener su accion antibacteriana durante periodos prolongados
(Jones, 1997; Brookes et al., 2023). No obstante, el uso prolongado de clorhexidina se asocia con efectos adversos como
pigmentacion dental, alteraciones del gusto y descamacion de la mucosa oral, lo que limita su indicacion clinica a periodos
cortos y bajo supervision profesional (Bescos et al., 2020; Brookes et al., 2021).

Ante estas limitaciones, en los ultimos afios se han desarrollado enjuagues bucales basados en oxigeno activo, como
blue®m, los cuales actian mediante la liberaciéon controlada de oxigeno, generando un ambiente desfavorable para el

crecimiento de bacterias anaerobias estrictas. Diversos estudios han sugerido que este tipo de formulaciones podria contribuir
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al control del biofilm periodontal y a la reduccién de la inflamacién gingival, con un menor riesgo de efectos secundarios y una
posible preservacion del equilibrio del microbioma oral (Shaheen et al., 2024; Custodio et al., 2024).

A pesar del creciente interés en el uso de terapias basadas en oxigeno activo, la evidencia cientifica disponible sobre
su eficacia antibacteriana frente a patdogenos periodontales especificos, como Porphyromonas gingivalis, sigue siendo limitada
y heterogénea, especialmente en estudios in vitro comparativos frente a agentes tradicionales como la clorhexidina. En este
contexto, resulta necesario evaluar de manera controlada la actividad antibacteriana de estos enjuagues y establecer
comparaciones directas que permitan sustentar su potencial aplicacion clinica.

Por lo tanto, el presente estudio tuvo como objetivo comparar in vitro la actividad antibacteriana de un enjuague bucal
con oxigeno activo (blue®m) y de la clorhexidina al 0,12% frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, mediante la

medicion del didmetro del halo de inhibicion en distintos tiempos de evaluacion.

2. Materiales y Métodos

El estudio se desarroll6 siguiendo un enfoque cuantitativo de investigacion cientifica aplicado al area de la salud,
orientado al andlisis experimental de variables microbioldgicas bajo condiciones controladas (Risemberg, Wakin & Shitsuka,
2026; Toassi & Petry, 2021; Pereira et al., 2018). El tratamiento de los datos se fundamentd en principios de estadistica
descriptiva y analisis inferencial, empleando medidas de tendencia central, desviacion estandar y analisis comparativos entre
grupos experimentales (Shitsuka et al., 2014; Vieira, 2021).

El estudio correspondié a una investigacion experimental realizada bajo condiciones in vitro, con un enfoque
comparativo y un disefio factorial que permitié analizar la influencia del tipo de enjuague (blue®m y clorhexidina al 0,12%)
y del tiempo de evaluacion (4, 8 y 12 horas). La variable de respuesta correspondié al didmetro del halo de inhibicion,
registrado en milimetros.

El nimero de unidades experimentales fue definido considerando estudios microbioldgicos in vitro previos que
utilizan réplicas técnicas para evaluar halos de inhibicion, adoptandose tres repeticiones por grupo experimental y tiempo de
evaluacion, lo que permitié asegurar la reproducibilidad de las mediciones y la validez estadistica del analisis comparativo.

Para el analisis microbiologico se empled la cepa de referencia Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, con turbidez
equivalente a 0,5 unidades en la escala de McFarland (=1,5 x 108 UFC/mL). La siembra se realizd6 homogéneamente utilizando
agar Mueller—Hinton previamente suplementado con 5% de sangre desfibrinada y vitamina K, empleando hisopos estériles.

Se aplico la técnica de difusion en agar usando discos estériles de papel filtro de 6 mm, impregnados con 20 pL de
cada sustancia. La clorhexidina al 0,12% se consider6 control positivo. El agua destilada estéril se utilizd como control
negativo solo para control de calidad del ensayo y no fue incluida en el analisis comparativo. Cada grupo experimental conto
con n=3 réplicas por tiempo, totalizando 18 unidades experimentales (2 enjuagues x 3 tiempos x 3 réplicas).

Las placas inoculadas se mantuvieron a 37 °C en un ambiente de anaerobiosis controlada mediante el uso de sistemas
generadores de gas. El halo de inhibicién se midi6 a las 4, 8 y 12 horas con pie de rey digital. Cada halo se midi6 en tres ejes y

se registrd el promedio. Dos examinadores realizaron las mediciones (CCI=0,901).

Plan de analisis
Se realiz6 inicialmente un analisis descriptivo de los datos mediante el calculo de la media y la desviacion estandar.
La normalidad de la distribucion se evalu6 utilizando la prueba de Shapiro—Wilk, mientras que la homogeneidad de las

varianzas fue examinada mediante la prueba de Levene. Para comparar los grupos experimentales se empled un analisis de
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varianza de dos factores (ANOVA de dos vias), considerando como variables independientes el tipo de enjuague y el tiempo
de evaluacion. Cuando se detectaron diferencias estadisticamente significativas, se aplicd la prueba post hoc de Tukey para
realizar comparaciones multiples entre los grupos. Se adopté un nivel de significancia de p < 0,05. El procesamiento

estadistico de los datos se efectud utilizando el software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), version 22.0.

3. Resultados

Los dos enjuagues analizados presentaron efecto antibacteriano frente a Porphyromonas gingivalis en todos los
tiempos evaluados. A las 4 horas, blue®m mostré un mayor halo promedio (17,33 £ 1,9 mm) respecto a clorhexidina al 0,12%
(15,71 + 3,6 mm). A las 8 horas, la clorhexidina present6 un halo promedio de 16,97 + 0,5 mm y blue®m de 16,21 £ 0,7 mm.
A las 12 horas, la clorhexidina mostr6 16,78 £ 0,9 mm y blue®m 14,43 + 0,5 mm. La comparacion estadistica indicd ausencia
de diferencias significativas entre los enjuagues estudiados a las 4 y 8 horas (p>0,05). Sin embargo, a las 12 horas se observd
una diferencia estadisticamente significativa a favor de la clorhexidina (p=0,033). Los resultados indican que ambos agentes
antimicrobianos muestran actividad frente a Porphyromonas gingivalis, con un comportamiento temporal diferenciado.

Los datos se describen mediante la media y su correspondiente desviacion estandar, con un tamafio muestral de tres
unidades experimentales por grupo y por tiempo. Letras distintas en una misma fila indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05).

La Tabla 1 presenta los valores correspondientes al didmetro del halo de inhibicion (mm) frente a porphyromonas

gingivalis obtenidos para cada enjuague bucal en los distintos tiempos de evaluacion.

Tabla 1 - Didmetro del halo de inhibicién (mm) frente a porphyromonas gingivalis.

Tiempo Clorhexidina 0,12% blue®m Agua destilada (control negativo)
4h 15,71 £3,6° 17,33 £1,9 0,00 + 0,00°
8h 16,97 £0,5° 16,21 £0,7° 0,00 + 0,00°
12h 16,78 + 0,92 14,43 +0,5¢* 0,00 £ 0,00°

Fuente: Datos de la investigacion (2026).
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Figura 1 - Comparacion del halo de inhibicidn segun tipo de enjuague.
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La asignacion de letras distintas indica que existen diferencias significativas entre los grupos comparados en el mismo punto
temporal (p < 0,05). El simbolo * indica diferencia significativa entre blue®m y clorhexidina a las 12 horas.
Fuente: Datos de la investigacion (2026).

Interpretacion Estadistica

El grupo control negativo (agua destilada) no present6é halo de inhibiciéon en ninguno de los tiempos evaluados,
diferenciandose significativamente de los grupos tratados con clorhexidina y blue®m (p < 0,05), lo que valida la idoneidad del
modelo experimental. A las 4 y 8 horas, no se detectaron diferencias significativas desde el punto de vista estadistico entre la
clorhexidina al 0,12% y blue®m, lo que indica una eficacia antimicrobiana comparable en los tiempos iniciales. Sin embargo,
a las 12 horas, la clorhexidina presentd un halo de inhibicion significativamente mayor que blue®m (p < 0,05), evidenciando
un efecto antimicrobiano mas sostenido. Estos hallazgos confirman que ambos enjuagues poseen actividad antimicrobiana

frente a Porphyromonas gingivalis, aunque con un comportamiento dependiente del tiempo.

4. Discusion

El presente estudio evalud in vitro la actividad antibacteriana de un enjuague bucal formulado con oxigeno activo
(blue®m) en comparacion con la clorhexidina al 0,12% frente a porphyromonas gingivalis, microorganismo ampliamente
reconocido como un patoégeno clave en la etiopatogenia de la enfermedad periodontal (Bui et al., 2019; Deliberador et al.,
2020). Los resultados demostraron que ambos enjuagues ejercen actividad inhibitoria frente a esta bacteria, aunque con un
comportamiento dependiente del tiempo, lo cual tiene implicancias relevantes para su seleccion y aplicacion clinica en
periodoncia.

Durante los primeros intervalos de evaluacion (4 y 8 horas), el enjuague con oxigeno activo mostrd una eficacia

antibacteriana comparable a la clorhexidina. Este hallazgo podria explicarse por la elevada susceptibilidad de Porphyromonas
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gingivalis a entornos con mayor disponibilidad de oxigeno, dado que se trata de una bacteria anaerobia estricta cuyo
metabolismo se ve comprometido en presencia de oxigeno (Bui et al., 2019; Sy et al., 2020). La liberacién controlada de
oxigeno activo puede inducir alteraciones en la integridad de la membrana bacteriana y en procesos metabdlicos esenciales,
generando una reduccion inicial significativa del crecimiento microbiano (Shaheen et al., 2024).

Desde una perspectiva clinica, estos resultados sugieren que los enjuagues basados en oxigeno activo podrian ser
particularmente ttiles en escenarios donde se requiere una reduccion temprana de la carga bacteriana anaerobia, como en las
fases iniciales del tratamiento periodontal, durante la terapia periodontal basica posterior al raspado y alisado radicular, o en el
periodo postoperatorio inmediato. En estos contextos, un control antimicrobiano transitorio puede favorecer la cicatrizacion
tisular y potenciar la eficacia del control mecanico del biofilm, que contintia siendo el pilar fundamental del tratamiento
periodontal (Zimmer et al., 2006; Custddio et al., 2024).

Los hallazgos del presente estudio concuerdan con investigaciones previas que han reportado efectos beneficiosos de
terapias basadas en oxigeno activo en el control de bacterias anaerobias asociadas a enfermedades periodontales y
periimplantarias. Estudios in vitro, asi como reportes clinicos preliminares, han evidenciado que productos liberadores de
oxigeno pueden contribuir a la reduccion de la carga bacteriana subgingival y a la mejora de parametros inflamatorios cuando
se emplean como coadyuvantes del tratamiento periodontal convencional (Deliberador et al., 2020; Mattei et al., 2021;
Shaheen et al., 2024).

No obstante, a las 12 horas de evaluacion, la clorhexidina al 0,12% mostré un diametro del halo de inhibicion
significativamente mayor en comparacion con blue®m, lo que confirma su reconocida sustantividad y capacidad para
mantener una accion antimicrobiana prolongada. Esta propiedad se relaciona con su capacidad de adsorcion a superficies
dentarias y tejidos blandos, lo que permite una liberacion gradual del agente activo y una mayor persistencia del efecto
antibacteriano (Jones, 1997; Brookes et al., 2023).

En la practica clinica, la elevada sustantividad de la clorhexidina justifica su indicacién en situaciones que requieren
un control antimicrobiano sostenido, como en casos de periodontitis activa, procedimientos quirurgicos periodontales o en
pacientes con limitaciones para realizar una higiene oral adecuada. Aunque la clorhexidina es ampliamente utilizada como
agente antimicrobiano, su uso continuo puede provocar efectos secundarios descritos en la literatura, como tincioén de las
superficies dentarias, cambios en la percepcion del gusto y descamacion de la mucosa oral, lo que limita su empleo a periodos
cortos y controlados (Bescos et al., 2020; Brookes et al., 2021).

En contraste, el perfil de accion del enjuague con oxigeno activo, caracterizado por una eficacia inicial sin elevada
sustantividad y con menor riesgo de efectos secundarios, podria representar una alternativa clinica viable en pacientes con
intolerancia a la clorhexidina, en protocolos de mantenimiento periodontal o en programas preventivos donde se requiera un
control antimicrobiano moderado sin alterar significativamente el equilibrio del microbioma oral. Estudios recientes sugieren
que las terapias basadas en oxigeno activo podrian contribuir a preservar dicho equilibrio, reduciendo el riesgo de disbiosis
asociada al uso prolongado de antisépticos de amplio espectro (Brookes et al., 2023; Shaheen et al., 2024).

Desde una perspectiva clinica integral, los resultados de este estudio indican que blue®m podria considerarse como
un coadyuvante ttil en la fase de mantenimiento periodontal o en pacientes con sensibilidad o intolerancia a la clorhexidina,
siempre como complemento del control mecénico del biofilm. No obstante, no sustituye a la clorhexidina en situaciones donde
se requiere una accion antimicrobiana sostenida frente a una elevada carga bacteriana, especialmente en fases avanzadas de la
enfermedad periodontal.

Finalmente, es importante reconocer las limitaciones inherentes al disefio in vitro del presente estudio. La evaluacion

se realizd utilizando una unica cepa bacteriana y un modelo plancténico, lo cual no reproduce completamente la complejidad
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del biofilm subgingival ni las interacciones microbianas presentes en la cavidad oral. Por ello, se recomienda que futuras
investigaciones incluyan modelos de biofilm polimicrobiano y ensayos in vivo que permitan confirmar la aplicabilidad clinica

de estos hallazgos en condiciones reales de la practica odontoldgica.

5. Conclusion

A partir de los resultados obtenidos de las condiciones experimentales del presente estudio in vitro, el enjuague bucal
con oxigeno activo mostr6 una actividad antibacteriana comparable a la clorhexidina al 0,12% durante las primeras 8 horas

frente a Porphyromonas gingivalis; sin embargo, la clorhexidina evidencio un efecto inhibitorio mas persistente a las 12 horas.
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