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Análisis microbiológico de la formación de biofilm en membranas de colágeno y sintéticas 

reabsorbibles, empleadas en regeneración ósea guiada. 

Jimmy Humberto Zambrano Sánchez 

Universidad Hemisferios 

jhzambranos@estudiantes.uhemisferios.edu.ec  

Resumen 

Introducción: La exposición de las membranas reabsorbibles utilizadas en cirugías de 

regeneración ósea guiada (ROG) al entorno bucal, ocasiona un alto riesgo de fracaso ante la 

posibilidad de contaminación microbiológica, generando infecciones y pérdida del injerto 

colocado. Objetivo: Evaluar el crecimiento microbiológico que se genera sobre membranas de 

colágeno Lumina Coat y sintéticas Duosynt reabsorbibles, empleadas en ROG, cargadas 

previamente con clorhexidina, mediante pruebas microbiológicas. Materiales y métodos: El 

estudio fue observacional, experimental e in vitro. Se analizó el crecimiento microbiológico a 

través de tinción con cristal violeta (CV) y sales de tetrazolio (XTT) mediante espectrofotometría 

y recuento de unidades formadoras de colonias (UFC/ml), de un biofilm mixto compuesto de 

Candida albicans (ATCC 29212) y Enterococcus faecalis (ATCC 10231) (ATCC 10231), sobre 

membranas Lumina Coat y Duosynt. Resultados: Los ensayos de tinción con CV, cuantificación 

en UFC/ml y prueba XTT mostraron resultados consistentes, evidenciando una reducción 

significativa del biofilm y de microorganismos en las membranas tratadas con clorhexidina en 

comparación con las no tratadas. En el caso de la membrana sintética, el ensayo XTT presentó 

una leve variación debido a la retención interna del reactivo; sin embargo, los resultados 

generales se mantuvieron concordantes entre las pruebas. Conclusión: El tratamiento previo con 

mailto:jhzambranos@estudiantes.uhemisferios.edu.ec


9 

 

clorhexidina al 0,0015% reduce la formación de biofilm y la cantidad de microorganismos 

adheridos en membranas de colágeno y sintéticas reabsorbibles. 

Palabras Clave: Membranas artificiales, Regeneración ósea guiada, Biopelículas, Clorhexidina, 

Enterococcus faecalis, Candida albicans 

Abstract 

Introduction: The exposure of resorbable membranes used in guided bone regeneration 

(ROG) surgeries to the oral environment poses a high risk of failure due to potential 

microbiological contamination, leading to infections and loss of the graft material. Aim: To 

evaluate the microbiological growth on Lumina Coat collagen membranes and synthetic Duosynt 

resorbable membranes used in ROG, previously loaded with chlorhexidine, through 

microbiological tests. Materials and Methods: This was an observational, experimental, in vitro 

study. Microbiological growth was analyzed using crystal violet (CV) staining and tetrazolium 

salts (XTT) through spectrophotometry, as well as colony-forming unit counts (CFU/ml), of a 

mixed biofilm composed of Candida albicans (ATCC 29212) and Enterococcus faecalis (ATCC 

10231), on Lumina Coat and Duosynt membranes. Results: The CV staining, CFU/ml 

quantification, and XTT assay showed consistent results, demonstrating a significant reduction in 

biofilm and microorganisms on membranes treated with chlorhexidine compared to untreated 

ones. In the case of the synthetic membrane, the XTT assay showed slight variation due to 

internal retention of the reagent; however, the overall results remained consistent across tests. 

Conclusion: Pre-treatment with 0.0015% chlorhexidine reduces biofilm formation and the 

number of microorganisms adhered to collagen and synthetic resorbable membranes. 

Keywords: Artificial membranes, Guided bone regeneration, Biofilms, Chlorhexidine, 

Enterococcus faecalis, Candida albicans 
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Introducción 

El uso de membranas de barrera para bloquear el crecimiento de tejido blando dentro de 

los injertos óseos, es una estrategia estándar que se ha empleado con éxito en la práctica clínica 

(Ren et al., 2022; Z. Yang et al., 2022). Desarrolladas en la década de 1970, pero empleadas con 

mayor recurrencia tras varios estudios una década después (Lang et al., 1994).  

Estos dispositivos médicos siguen siendo empleados hoy en día junto a injertos óseos 

para mantener la altura del reborde alveolar o aumentar el volumen óseo como tratamiento 

previo a la colocación de implantes dentales (Kim et al., 2023; Kunrath et al., 2025; Popowski et 

al., 2025).  

Comúnmente se clasifican en dos grandes categorías, no reabsorbibles, como las de 

politetrafluoroetileno denso o expandido (d-PTFE o e-PTFE), mallas de titanio y membranas de 

PTFE reforzadas titanio (Naung et al., 2019; Soldatos et al., 2017). Cuya principal ventaja es su 

estabilidad mecánica a largo plazo, pero su principal desventaja es que deben ser removidas 

mediante una intervención quirúrgica secundaria (Kunrath et al., 2025). 

Por otro lado, se encuentran las membranas reabsorbibles que se han utilizado 

ampliamente para la regeneración ósea guiada (ROG), debido a su buena biocompatibilidad y la 

capacidad de integrarse con los tejidos sin necesidad de una segunda cirugía para retirarlas 

(Naung et al., 2019; Shi et al., 2023). 

Las membranas reabsorbibles se diseñan a partir de materiales naturales como colágeno, 

quitosano o gelatina que puede tener diferentes orígenes (Gao et al., 2022; Ma et al., 2016). 

También están las sintéticas que basan su estructura en poliéster alifático como el poliláctico 

(PLA) o también el poliglicólico (PGA) (Soldatos et al., 2017). La estructura de las membranas 

puede presentar diferentes características tanto en sus dimensiones como en su composición, lo 
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que incide en la estabilidad y en el tiempo de degradación (Barrino et al., 2024). Debiéndose 

considerar estas cualidades para la selección de una determinada membrana por la localización y 

tamaño del defecto óseo a tratar (Sbricoli et al., 2020). 

Estas membranas son empleadas en diversos ámbitos quirúrgicos como la corrección de 

defectos y preservación ósea, tanto en los maxilares como en mandíbula (Verboket et al., 

2024).Además, favorecen la formación de hueso nuevo en el sitio quirúrgico (Allan et al., 2021; 

Barrino et al., 2024), y se emplean en regeneración de tejidos con la combinación de factores de 

crecimiento (Takayama et al., 2023).Su empleo está bien documentado en procedimientos de 

aumento óseo previo o simultáneo a la colocación de implantes dentales, mostrando resultados 

clínicos y radiográficos congruentes (Buser et al., 2023). 

En la práctica clínica, la cicatrización adecuada del lecho quirúrgico después de la cirugía 

regenerativa es un aspecto esencial para poder señalar el éxito clínico (Roccuzzo et al., 2023; 

Susin et al., 2015). En el caso de las membranas de colágeno, la degradación rápida, la baja 

resistencia mecánica y la deficiente función de barrera en casos donde el defecto es demasiado 

extenso, son los principales desafíos que deben de sobrellevarse (Vallecillo et al., 2024). 

Entre las complicaciones clínicas con mayor frecuencia están la dehiscencia de la herida, 

la exposición de la membrana a la cavidad oral, la colonización microbiana de la membrana y 

posterior infección, poniendo en peligro el proceso regenerativo (De Sanctis et al., 1996; Urban 

& Monje, 2019). El riesgo de fracaso es debido a que la respuesta inflamatoria causada por la 

invasión de patógenos orales puede inhibir el crecimiento de los osteoblastos (D. Yang et al., 

2025). 

De la misma manera, la exposición de la membrana al entorno oral después de cirugías de 

ROG, influye entonces perjudicialmente en el resultado del aumento de volumen óseo (Garcia et 
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al., 2018), debido a la facilidad de contaminación y la formación de biopelículas sobre las 

membranas (Abdo et al., 2023). 

Para el manejo de estas complicaciones, las medidas terapéuticas a elegir pueden variar, 

iniciando por aplicaciones tópicas de antisépticos, hasta finalmente la remoción de la membrana 

de barrera con el injerto óseo (Sanz et al., 2022). 

La estructura porosa y composición de las membranas también pueden favorecer la 

adhesión y proliferación de patógenos (Abdo et al., 2023; Slutzkey et al., 2015), sumado a la 

producción bacteriana de colagenasas y proteasas específicas que degradan la membrana, dan 

como resultado la infección del injerto (Sela et al., 2003). En estudios anteriores, se ha 

comparado la contaminación microbiana de membranas de politetrafluoroetileno expandido, de 

colágeno y de ácido poliláctico en casos de exposición, concluyendo que en todas existió la 

presencia de al menos once tipos de patógenos periodontales (Mombelli et al., 1993). 

Los microorganismos involucrados en estas infecciones, con mayor frecuencia son 

bacterias periodontopatógenas y comensales orales, con un rango de incidencia alto (Abdo et al., 

2023; Takallu et al., 2024). El proceso de colonización de estos microorganismos es facilitado 

por las bajas propiedades antimicrobianas de la membrana e incluso puede tener origen debido a 

la interacción entre membrana y los microorganismos (Slutzkey et al., 2015). 

De acuerdo a varios estudios, los géneros bacterianos más frecuentes son los 

Streptococcus, especialmente los pertenecientes al grupo viridans, Staphylococcus, incluyendo S. 

aureus, especies de Fusobacterium, Prevotella, Veillonella y Porphyromonas gingivalis (Carreño 

et al., 2016); seguidos en menor medida por Enterococcus faecalis, cuya relevancia radica en su 

resistencia a tratamientos antimicrobianos habituales y su alta capacidad de formación de 

biofilms por su afinidad de unión al colágeno (Zelikman et al., 2022). 
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Otro patógeno a tomar en cuenta es la Candida albicans, por su alta capacidad de 

adhesión y creación de biofilms, especialmente sobre superficies rugosas presentes en diversos 

biomateriales usados en odontología y cirugía oral (Nobile & Johnson, 2015; Pierce et al., 2010). 

Debido a que al transformarse a hifas prestan una superficie de adhesión mayor para las bacterias 

especialmente para las de baja demanda de oxígeno (Rapala et al., 2023). 

Existen investigaciones donde se concluye que C. albicans y E. faecalis actúan de 

manera sinérgica sobre la mucosa oral, aumentando la invasión tisular de forma conjunta, 

modificando la expresión genética de C. albicans hacia una mayor virulencia y adhesión 

(Krishnamoorthy et al., 2020). 

En investigaciones y experimentación clínica respecto a la contaminación de las 

membranas, varios tipos de controles y métodos de análisis pueden ser empleados (Abdo et al., 

2023; Toledano, Manzano, et al., 2021); por ejemplo, el cultivo bacteriano y recuento de 

unidades formadoras de colonias o UFC, que sirve para identificar y cuantificar la carga 

microbiológica de la membrana (Slutzkey et al., 2015; Weitkamp et al., 2024).  

También se cuenta con la microscopía electrónica de barrido o SEM, para observar 

directamente las biopelículas en la superficie de las membranas y los tipos de patógenos 

adheridos, detallando morfología celular e integridad de la membrana (Lazarevic et al., 2023; 

Weitkamp et al., 2024).  

Las pruebas espectrofotométricas, que monitorizan el crecimiento bacteriano midiendo la 

turbidez de las muestras obtenidas en función de la concentración, permiten evaluar la capacidad 

de la membrana para inhibir o favorecer el crecimiento bacteriano o fúngico (Slutzkey et al., 

2015). Análisis moleculares, utilizados con menor frecuencia, como la PCR, también pueden ser 

útiles para identificar especies de microorganismos en las membranas (Abdo et al., 2023).  
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Por otro lado, los ensayos de degradación enzimática se pueden realizar para evaluar la 

degradación de la membrana mediada por enzimas bacterianas, verificando indirectamente la 

colonización y la actividad microbiológica relacionada con la integridad del biomaterial (Sela et 

al., 2003). 

Si bien no existe un consenso definitivo en la práctica clínica, la literatura indica que la 

colonización de la membrana es uno de los parámetros críticos para evaluar el éxito en la ROG, 

especialmente en la exposición al medio oral (Lazarevic et al., 2023; Sela et al., 2003; Weitkamp 

et al., 2024). 

Para reducir el riesgo de infección, existen varias estrategias aplicadas como los 

pretratamientos de las membranas, en caso de exposición a la cavidad oral; varias de ellas 

incorporan agentes antimicrobianos o modificaciones fisicoquímicas de la membrana (Toledano 

et al., 2022; Toledano, Vallecillo, et al., 2021). 

Una alternativa es la incorporación de nanopartículas de plata en la membrana, que 

muestra actividad antibacteriana suficiente contra patógenos periodontales y buena 

biocompatibilidad con los tejidos, sin ser tóxico para los fibroblastos gingivales (Takallu et al., 

2024). 

Otra opción es la carga de antibióticos, como tetraciclina o minociclina sobre la 

membrana, asegurando la liberación prolongada del antibiótico (Toledano et al., 2022). También 

existe la alternativa de incorporar agentes antimicrobianos no antibióticos, como el quitosano, 

quitosano con hidroxiapatita, zinc, clorhexidina y acido láurico, que expresan una buena 

actividad antimicrobiana y disminución del proceso inflamatorio (Barreras et al., 2016; 

Lazarevic et al., 2023). Llegando a reducir la formación de biofilms sobre la membrana, 

minimizando el riesgo de fracaso en la ROG (Adamuz et al., 2024). 
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Respecto a la clorhexidina, su tiempo de permanencia en las membranas depende de su 

aplicación y el entorno de uso, las nanopartículas de clorhexidina sobre el colágeno han 

demostrado una liberación sostenida, a diferencia de cuando se administra en su forma activa 

(Sanz et al., 2022). 

En el caso de la aplicación de digluconato de clorhexidina en forma de solución, las 

enzimas metaloproteinasas de matriz, inhiben significativamente la degradación durante las 

primeras 24 horas, disminuyendo con el paso del tiempo, a menos que el colágeno sea activado 

con sistemas autograbantes, lo que extiende el tiempo hasta tres semanas (Osorio et al., 2011). Se 

ha demostrado que concentraciones altas de clorhexidina tiene un efecto citotóxico para células 

periodontales, epiteliales gingivales y fibroblastos, observándose que una concentración optima a 

emplear es de 15 µg/ml lo que equivale al 0,0015 % (Chen et al., 2003). 

En cuanto al tratamiento de la infección de membranas usadas en ROG, el manejo suele 

ser quirúrgico para retirar todo el injerto, sin embargo, hay opciones no quirúrgicas que pueden 

abordarse en situaciones selectas, pero la evidencia clínica directa es escasa (Abdo et al., 2023; 

Sanz et al., 2022). 

En virtud de lo señalado, el objetivo de esta investigación fue analizar el crecimiento de 

biofilms sobre membranas de colágeno y sintéticas reabsorbibles empleadas en ROG, cargadas 

previamente con clorhexidina, mediante pruebas microbiológicas. Así, se determinó la eficacia 

del tratamiento con clorhexidina y su correlación con la viabilidad de los microorganismos. 
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Metodología 

El presente estudio es de tipo observacional y experimental, in vitro, en el que se analizó 

el crecimiento microbiológico sobre membranas de colágeno y sintéticas reabsorbibles, su 

inhibición mediante la aplicación de clorhexidina al 0,0015% para mejorar su capacidad 

antimicrobiana versus otras membranas del mismo tipo, pero sin tratar, al final de la 

investigación se analizaron un total de 372 muestras. 

Se utilizaron membranas reabsorbibles de colágeno de matriz ósea bovina 

desmineralizada, Lumina Coat de marca Criteria Biomateriais y membranas reabsorbibles 

sintéticas a base de polímeros sintéticos (policarbonato de trimetileno y ácido poliláctico-co-

glicólico), Duosynt de la marca FGM, ambas de fabricación brasileña. Además, como patógenos 

orales se incluyeron Candida albicans (ATCC 29212) y Enterococcus faecalis (ATCC 10231). 

No se incluyeron en este estudio membranas de origen sintético no reabsorbibles, 

membranas de origen humano, membranas reabsorbibles de origen animal de otras marcas 

comerciales, tampoco se consideró otras bacterias residentes de la cavidad oral. 

Las membranas fueron seccionadas de forma estéril mediante el uso de un dispositivo de 

corte diseñado para el efecto, se sometieron a colonización por Candida albicans y Enterococcus 

faecalis y fueron cultivadas en microplacas estériles de 96 pocillos de fondo plano (Nest 

Biotecnology, China). 

Se establecieron cuatro grupos de estudio, debido a los tratamientos propuestos para las 

membranas, de la siguiente manera, Grupo 1 membranas de colágeno con tratamiento de 

clorhexidina; Grupo 2 membranas sintéticas con tratamiento de clorhexidina; Grupo 3 

membranas de colágeno sin tratamiento de clorhexidina; Grupo 4 membranas sintéticas sin 

tratamiento de clorhexidina (Tabla 1 y 2).  
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De cada uno de estos grupos de estudio se realizaron 90 repeticiones, desarrollando un 

total de 360 muestras por los 4 grupos, sobre este total se realizaron tres ensayos diferentes para 

el análisis del biofilm adherido, de tal forma que 120 muestras recibieron tinción con cristal 

violeta (CV), 120 muestras con tinción con sales de tetrazolio (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-

Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) o (XTT) y 120 muestras se usaron para el 

recuento de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml), adicional se incluyeron 

controles positivos y negativos, generando un total de 372 muestras examinadas. 

Las muestras de los ensayos de tinción con CV y XTT se analizaron en un 

espectrofotómetro marca Agilent, modelo: Epoch2ns, serie: 24092318. 

Tabla 1  

Grupos de estudio establecidos según el tipo de membrana empleada (Lumina Coat y Duosynt), 

características de composición, tratamiento con clorhexidina, codificación y tamaño muestral 

Grupos Membrana Composición 

Casa 

comercial 

Tratamiento 

con 

clorhexidina 

Código n 

Grupo 

“1” 

Lumina 

Coat 

Colágeno tipo I de 

matriz ósea bovina 

desmineralizada 

Criteria 

Biomateriais 

(Brasil) 

SI 

L/CHX

+ 

90 

Grupo 

“2” 

Duosynt 

Sintéticas a base de 

polímeros PTMC Y 

PLGA 

FGM (Brasil) SI 

D/CHX

+ 

90 
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Grupo 

“3” 

Lumina 

Coat 

Colágeno tipo I de 

matriz ósea bovina 

desmineralizada 

Criteria 

Biomateriais 

(Brasil) 

NO 

L/CHX

- 

90 

Grupo 

“4” 

Duosynt 

Sintéticas a base de 

polímeros PTMC Y 

PLGA 

FGM (Brasil) NO 

D/CHX

- 

90 

Fuente: Elaboración propia. 

Tabla 2  

Cuadro de nomenclatura y abreviaturas utilizadas durante el desarrollo del proyecto 

 Nomenclatura  Cod. 

Membranas 

Colágeno Cg 

Sintética St 

Patógenos 

Enterococcus faecalis Ef  

Cándida albicans Ca 

Tinción  

Cristal Violeta  CV  

Sal de tetrazolio  XTT  

Clorhexidina  

Con clorhexidina CHX + 

Sin clorhexidina  CHX - 

Viabilidad 

celular  

Unidades formadoras 

de colonias  

UFC / ml 

Controles 

Positivo N+ 

Negativo N- 

Fuente: Elaboración propia. 
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Se diseñó una matriz de corte con precisión milimétrica, con la finalidad de realizar 

cortes a la membrana lo más preciso posible y evitar alteraciones en los resultados debido a la 

mala segmentación de las membranas (Figura 1). 

Esta matriz se compone en su totalidad de acero inoxidable 304 de grado alimenticio, 

esterilizable, y consta de dos placas de 100 x 100 x 5 mm cada una y un par de tuercas de 

sujeción. 

La placa superior o guía, dispone de varias perforaciones lineales, diseñadas para deslizar 

las hojas de bisturí y cortar las membranas sobre la placa base. También se implementaron 6 

perforaciones circulares, ubicadas 3 a cada costado de la placa, para recibir los seis pilares que 

son parte de la estructura de la placa base. 

Las perforaciones lineales se dividen en dos grupos, que coinciden sobre dos celdillas en 

bajo relieve que forman parte de la placa base, estas perforaciones tienen de un grosor de 0,5 mm 

para recibir una hoja de bisturí N.º 15, cuyo grosor estándar es de 0,4 mm, dejando así un espacio 

para el paso del bisturí sin fricción ni atascamientos. El primer grupo de perforaciones lineales 

permite seccionar las membranas en tirillas y el segundo grupo contribuye a hacer el 

seccionamiento final de las membranas en porciones de 5 x 5 mm. 

La placa inferior o base, consta de dos celdillas en bajo relieve donde se insertan las 

membranas para ser procesadas, cuatro pilares estabilizadores en las esquinas para el 

asentamiento de la placa guía y dos pilares roscados para recibir tuercas de sujeción. 

Las tuercas de sujeción se diseñaron para ser ajustadas manualmente y facilitar el ensamblaje de 

la matriz, con la intención de poder prensar la membrana y evitar que pueda deslizarse al 

momento de pasar el bisturí. 
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Figura 1  

Matriz de corte de precisión y procesamiento de membranas para estudios microbiológicos 

 

Nota: A: matriz de corte con sus tres componentes, placa inferior o base, placa superior o guía y 

tuercas de sujeción; B: colocación de una membrana sobre la primera celdilla en bajo relieve 

para realizar prueba de corte; C: acople de placa de corte sobre la placa base y prensado con las 

tuercas de sujeción; D: corte inicial con bisturí N.º 15; E: membrana seccionada en tiras de 5 mm 

de ancho por 20 mm de largo; F: colocación de una tira de membrana sobre la segunda celdilla 

de corte, acople de la placa guía, prensado y realización del segundo corte de la membrana; G: 

muestra del seccionamiento de la membrana en porciones finales de 5 mm de largo por 5 mm de 

ancho. H: medición de fragmento de membrana que corrobora sus dimensiones. 

Fuente: Elaboración propia. 

El proceso de seccionamiento de las membranas se desarrolló dentro de una cabina de 

flujo laminar sobre campos estériles y usando materiales e instrumentos estériles. 

En primer lugar, se realizó el proceso de asepsia de la matriz de corte con todos sus 

componentes utilizando jabón germicida para eliminar residuos orgánicos e inorgánicos que 

A B C D

E F G H
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pudieran estar adheridos a sus superficies, finalmente se empacaron todos los componentes en 

fundas de esterilización desechables para ser llevados a la autoclave a 134 ºC por 15 min. 

Luego de terminado el proceso de esterilización, secado y enfriamiento, se almacenó en 

un contenedor limpio con tapa hasta el momento de ser utilizada. 

Todo el proceso de manipulación de la matriz de corte, membranas, instrumental e 

insumos se realizó cumpliendo estrictos protocolos de asepsia, antisepsia y esterilidad. Se colocó 

un campo estéril sobre la superficie de trabajo de la cabina de flujo laminar, para evitar 

movimientos que puedan ocasionar errores al cortar las membranas, sobre este campo se colocó 

la placa base y ubicó la membrana dentro de la primera celdilla, se superpuso la placa guía 

encajando las perforaciones circulares con los pilares de la placa base. Por último, se aseguró la 

matriz con las tuercas de sujeción. 

Los cortes se efectuaron de manera firme y en un solo movimiento, obteniendo de cada 

membrana de colágeno seis tirillas de 20 x 5 mm y de la sintética 4 tirillas de 20 x 5 mm. Una 

vez obtenidas las tirillas, se ubicaron una por una dentro de la segunda celdilla de corte para 

realizar los seccionamientos finales, obteniendo porciones de membranas de 5 x 5 mm, para un 

total de 24 porciones por la membrana de colágeno y 16 por la membrana sintética. 

Finalmente, las porciones de membranas fueron divididas y almacenadas de acuerdo con 

los grupos de estudio, siendo los grupos 1 y 2 tratados con clorhexidina y los grupos 2 y 4 no. 

A cada una de las porciones de membrana, se les colocaron 50 µl de solución de 

clorhexidina al 0,0015% por 20 minutos, luego se secaron en Petri estériles dentro de la cabina 

de flujo laminar durante 2 horas y se almacenaron en refrigeración para ser usadas en 24 horas. 

Para la activación y caracterización de cepas microbianas, Candida albicans (ATCC 

29212) y Enterococcus faecalis (ATCC 10231) fueron proporcionadas por el laboratorio de 
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Microbiología General de la Universidad Hemisferios, mismas que constan de certificación 

ATCC. E. faecalis fue sembrado en agar BHI y para C. albicans se utilizó agar Sabouraud 

Dextrose (SDA), ambas se incubaron en condiciones aerobias a 37 ºC durante 24 horas, para 

permitir la formación de colonias características y su activación metabólica.  

Se ejecutó el proceso de caracterización de ambos patógenos antes, durante y al final del 

experimento, mediante pruebas bioquímicas y de identificación morfológica (sulfuro-indol-

movilidad, triple sugar iron, bilis esculina, prueba de catalasa, tinción Gram), para confirmar la 

identidad de estos y descartar la presencia de otros patógenos en las muestras. 

Una vez activadas C. albicans y E. faecalis, se sembraron por separado en caldo de BHI 

enriquecido con glucosa al 1 % durante 18 horas a 37 ºC; luego se llevaron a concentración 0,5 

McFarland y se procedió a la inoculación de los fragmentos de membranas. Dentro de los 

pocillos de la microplaca de cultivo se colocaron las membranas y se dispensó 150 µl de caldo de 

BHI, 75 µl de inóculo de E. faecalis y 75 µl de inóculo de C. albicans. 

La incubación de las microplacas se realizó a 37 ºC durante 48 horas con agitación a 90 

RPM para permitir la formación de biopelículas uniformes sobre las membranas. 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se enjuagaron los fragmentos de las 

membranas para eliminar remanentes del medio de cultivo y las células planctónicas no 

adheridas, sumergiendo suavemente las membranas por 5 segundos en solución PBS estéril, este 

proceso se hizo por tres ocasiones. 

Posterior al enjuague, se realizó la cuantificación microbiana, con las muestras de todos 

los grupos, mediante los ensayos de análisis de crecimiento microbiológico con tinción con CV, 

análisis de viabilidad microbiológica con tinción con XTT y cuantificación de la carga 

microbiológica viable expresada en UFC/ml. 
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Se realizaron mediciones con espectrofotometría a los cuatro grupos de estudio 

únicamente expuestos al caldo de cultivo BHI sin patógenos y sometidos a la tinción con CV y 

XTT, para determinar los valores del ruido que se genera por estos insumos y poder restarlos a 

los resultados de las repeticiones, obteniendo únicamente datos en base al biofilm adherido a las 

membranas. 

Sobre los fragmentos de membrana enjuagados y colocados en un nuevo pocillo, se 

añadieron 200 µl de CV al 0,1 % para teñir las biopelículas, dejando reposar por 15 minutos a 

temperatura ambiente. Se retiró el exceso de CV con 3 enjuagues sucesivos de solución buffer 

PBS. Se ubicaron las membranas en un nuevo pocillo y se les agregó 250 µl de etanol al 95% 

para diluir el CV adherido a los biofilms. Para finalizar se llevaron 200 µl de cada una de las 

muestras a nuevos pocillos para su análisis en lector de microplacas (Agilent Epoch2ns, US) a 

570 nm. Como control negativo se utilizaron fragmentos de membranas que no fueron 

inoculados, pero si pasaron por el proceso de tinción. 

Para este proceso se requirió de dos compuestos, XTT y menadiona. El XTT (2,3-Bis-(2-

Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) se preparó como una 

solución saturada de 0,5 g/l en solución buffer PBS y se esterilizó usando filtros de jeringa de 

0.22 µm, debido a que el XTT es fotosensible debió ser cubierto con papel aluminio durante su 

preparación al igual que el recipiente donde fue almacenado. La preparación de la menadiona se 

realizó como una solución madre de 10 Mm en acetona 100%. Estos dos compuestos, XTT y 

menadiona, se combinaron justo antes de ser utilizados, siendo que se añadió 1 µl de menadiona 

por cada 10 ml de solución de XTT. 

Sobre las membranas enjuagadas que se destinaron para este ensayo, se añadieron 150 µl 

de solución de XTT/menadiona directamente, se cubrieron las microplacas con papel aluminio y 
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se incubaron a 37 ºC por dos horas. Pasado este tiempo, se extrajeron 100 µl de la solución y se 

llevó a un nuevo pocillo para su medición en el lector de microplacas a 490 nm. 

Este tercer ensayo implicó sumergir cada fragmento de membrana enjuagado 

previamente, en 1 ml de buffer PBS dentro de un microtubo de 2 ml, luego se agitó con en un 

vortex durante 1minuto y esta solución se diluyó hasta 1:10⁶. Finalmente, para el recuento de 

UFC/ml se sembraron 100 µl de esta solución en placas de agar Plate Count y se incubaron a 37 

ºC por 48 horas. 

Análisis y Recolección de Datos 

Los datos obtenidos de todo el estudio se recolectaron en tablas de Excel diseñadas para 

el efecto para posteriormente ser analizados estadísticamente. El factor 1 fue el tipo de 

membrana con dos niveles: membrana de colágeno Lumina Coat y membrana sintética Duosynt; 

el factor 2 fue la clorhexidina con dos niveles: con clorhexidina (CHX+) y sin clorhexidina 

(CHX-); se establecieron como variables dependientes: el análisis de crecimiento microbiológico 

mediante tinción con CV, análisis de viabilidad microbiológica mediante tinción con XTT y la 

cuantificación de la carga microbiológica viable mediante el recuento de UFC/ml. 

Como modelo principal de análisis se estableció el ANOVA factorial de dos vías 2 x 2, 

para la comparación entre los cuatro grupos de estudio se utilizó la prueba post hoc Tukey HSD 

y finalmente para el análisis de sensibilidad se utilizaron las pruebas de Kruskal-Wallis y p 

robustos HC3 cuando los supuestos paramétricos fueron divergentes. Ante la presencia de 

varianzas heterogéneas se empleó Welch y Mann-Whitney para comparar grupos de forma 

robusta con ajuste de Holm para evitar errores por comparaciones múltiples y se calculó la g de 

Hedges para demostrar magnitud real y clínica del impacto de la clorhexidina sobre el biofilm 

adherido en los dos tipos de membranas. 
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Hallazgos 

A los datos obtenidos se les realizaron varios análisis, tanto para estadística descriptiva 

como para inferencial, que mostraron los siguientes resultados. 

Se comparó el crecimiento microbiológico sobre dos tipos de membranas, considerando 

la presencia o ausencia de clorhexidina, bajo los tres tipos de ensayo propuestos: análisis de 

crecimiento microbiológico mediante tinción con CV, análisis de viabilidad microbiológica 

mediante tinción con XTT y cuantificación de la carga microbiológica viable expresada en 

UFC/ml (Tabla 3). Así, las medidas descriptivas calculadas fueron: n, media, desviación estándar 

(DE), mediana, mínimo, máximo y coeficiente de variación (CV%) (Figura 2). 

Tabla 3  

Establecimiento de grupos experimentales de estudio, de acuerdo con el tipo de membrana 

empleado y el tratamiento con clorhexidina 

Grupo Código Tipo de 

membrana 

Marca Condición CHX 

Grupo 1 L/CHX+ Colágeno Lumina Coat Con clorhexidina 

Grupo 2 D/CHX+ Sintética Duosynt Con clorhexidina 

Grupo 3 L/CHX- Colágeno Lumina Coat Sin clorhexidina 

Grupo 4 D/CHX- Sintética Duosynt Sin clorhexidina 

 

Nota: L: membrana Lumina Coat; D: membrana Duosynt; CHX+: con tratamiento de 

clorhexidina; CHX-: sin tratamiento de clorhexidina. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 2  

Estadística descriptiva general del análisis microbiológico de la formación de biofilm mixto de 

E. faecalis y C. albicans, sobre membranas de colágeno Lumina Coat y sintéticas Duosynt, con y 

sin tratamiento de clorhexidina 

 

Nota: L: membrana Lumina Coat; D: membrana Duosynt; CHX+: con tratamiento de 

clorhexidina; CHX-: sin tratamiento de clorhexidina; A: ensayo de tinción con cristal violeta 

(biomasa total)); B: ensayo de tinción con sales de tetrazolio (viabilidad microbiana); C: ensayo 

de recuento de unidades formadoras de colonias por mililitro (carga microbiana viable); DE: 

desviación estándar; CV%: coeficiente de variación; las tablas presentan las medidas descriptivas 

calculadas de acuerdo con cada ensayo y por grupos de estudio. 

Fuente: Elaboración propia. 

En el ensayo con CV, los grupos sin clorhexidina presentaron medias mayores que su 

contraparte con clorhexidina, al mismo tiempo la membrana Lumina Coat mostró valores más 

estables con coeficientes de variación cercanos a 1-2 %, mientras que Duosynt presentó mayor 

dispersión. 
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Referente al ensayo con XTT, la diferencia descriptiva con clorhexidina resultó menos 

uniforme, siendo que Lumina Coat con clorhexidina mostró la media más baja; mientras que 

Duosynt con clorhexidina se acercó a los grupos sin clorhexidina. Existiendo una variabilidad 

relativa alta en todos los grupos, sugiriendo prudencia al interpretar pequeñas diferencias de 

absorbancia (Figura 3). 

Para UFC/ml, el recuento mostró la diferencia más marcada entre condiciones, donde los 

grupos con clorhexidina tuvieron medias aproximadas entre 2,7 - 2,8 x 106 de UFC/ml, mientras 

que los grupos sin clorhexidina estuvieron cerca de 8,6 x 106 a 9,0 x 106. Además, los grupos con 

clorhexidina incluyeron observaciones con valor 0, fenómeno que no apareció en los grupos sin 

clorhexidina (Tabla 4). 

Tabla 4  

Resumen de medias y desviaciones estándar de los ensayos de cristal violeta, sales de tetrazolio 

y recuento de unidades formadoras de colonias, por grupo de estudio 

Grupo Código CV media ± 

DE 

XTT media ± 

DE 

UFC/ml media ± DE * 

106 

Grupo 

1 

L/CHX+ 2,288 ± 0,030 0,0064 ± 0,0020 2,70 * 106 ± 1,42 

Grupo 

2 

D/CHX+ 2,212 ± 0,370 0,0090 ± 0,0021 2,80 * 106 ± 1,32 

Grupo 

3 

L/CHX- 2,508 ± 0,044 0,0100 ± 0,0043 8,97 * 106 ± 2,80 

Grupo 

4 

D/CHX- 2,735 ± 0,352 0,0099 ± 0,0033 8,57 * 106 ± 2,98 
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Nota: L: membrana Lumina Coat; D: membrana Duosynt; CHX+: con tratamiento de 

clorhexidina; CHX-: sin tratamiento de clorhexidina; CV: ensayo de tinción con cristal violeta 

(biomasa total); XTT: ensayo de tinción con sales de tetrazolio (viabilidad microbiana); UFC/ml: 

ensayo de recuento de unidades formadoras de colonias por mililitro (carga microbiana viable); 

DE: desviación estándar. 

Fuente: Elaboración propia. 

En la tabla 4 se observan que los grupos con clorhexidina (L/CHX+ y D/CHX+) 

mostraron valores de concentración de microorganismos menores en los ensayos de UFC/ml, 

mientras que en los grupos sin clorhexidina (L/CHX- y D/CHX-) se identificaron valores 

notablemente más altos. 

Figura 3  

Efecto de la clorhexidina en la reducción del biofilm adherido a las membranas de colágeno 

Lumina Coat y sintéticas Duosynt, según los ensayos de tinción con cristal violeta, sales de 

tetrazolio y recuento de UFC/ml 

 

Nota: A: Análisis del crecimiento microbiano (biomasa total) mediante ensayo de tinción con 

Cristal Violeta (CV); B: Análisis de viabilidad microbiana mediante ensayo de tinción con sales 
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de tetrazolio (XTT); C: Análisis de cuantificación de carga microbiana viable expresada en de 

UFC/ml; los gráficos muestran de manera general que, si existe diferencias respecto a la 

adherencia del biofilm y su viabilidad, entre las membranas tratadas con clorhexidina versus las 

no tratadas. 

Fuente: Elaboración propia. 

Esta comparación agrupa los dos tipos de membrana para contrastar la condición de la 

presencia de clorhexidina frente a la condición de sin clorhexidina. Determinándose únicamente 

una lectura descriptiva de magnitud (Figura 4). 

Figura 4  

Ensayo para la formación de biofilms mixtos de E. faecalis y C. albicans sobre membranas de 

colágeno Lumina Coat y sintéticas Duosynt, con tratamiento de clorhexidina vs sin tratamiento 

de clorhexidina, antes y después del tiempo de incubación 

 

Nota: A y B: membranas de colágeno Lumina Coat y sintéticas Duosynt respectivamente recién 

inoculadas con E. faecalis y C. albicans en caldo de BHI; C y D: membranas bajo la misma 

distribución, luego de 48 horas de incubación a 37 ºC. y agitación a 90 rpm; Flecha verde, 

membranas con tratamiento de clorhexidina, Flecha magenta: membrana sin tratamiento con 

A B

C D

Lumina Coat Duosynt
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clorhexidina; *: las membranas de colágeno muestran reducción de su tamaño respecto a las 

sintéticas; **: las membranas sintéticas debido a su propiedad hidrofóbica no se mantienen en el 

fondo del pocillo y modifican su posición, ubicándose en la superficie del caldo de cultivo o de 

forma perpendicular al fondo del pocillo; se observó un evidente aumento de turbidez del medio 

de cultivo en los pocillos, debido al crecimiento microbiano luego de transcurridas las 48 horas 

de incubación. 

Fuente: Elaboración propia. 

Con base a lo observado en la Tabla 1, la prevalencia de la bifurcación del canal dentario 

inferior es baja alcanzando apenas el 14,4%, la ubicación más frecuente fue el lado derecho, 

mayoritariamente con un canal retromolar, en el caso del lado izquierdo también fue más 

frecuente el canal retromolar, hubo más predominio del sexo femenino y el grupo de edad de 55-

64 años, con una mayor concentración de la etnia mestiza, siendo la gran mayoría de 

participantes de la zona urbana. 

Como resultado se evidenció que la presencia de clorhexidina produce un impacto en el 

conjunto de datos, donde los recuentos de UFC/ml son aproximadamente tres veces mayores en 

ausencia de clorhexidina. En los ensayos realizados, la reducción microbiana descriptiva, en 

relación con la presencia de clorhexidina, fue alrededor del 13,95% para CV, 22,7% para XTT y 

68,6 % para UFC/ml. Además, el efecto de la clorhexidina fue más claro al analizarse por 

recuentos de UFC/ml. En cambio, que en relación con el tipo de membrana se encontraron 

diferencias menos consistentes (Tabla 5). 

La membrana Duosynt presentó mayor variabilidad en el ensayo con CV que la 

membrana Lumina Coat, tanto con tratamiento de clorhexidina como sin tratamiento de 

clorhexidina. 
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Tabla 5  

Porcentaje de reducción relativa de microorganismos adheridos a membranas de colágeno 

Lumina Coat y sintéticas Duosynt, asociado al efecto de la clorhexidina por tipo de ensayo 

Material Ensayo 

Media con 

CHX 

Media sin 

CHX 

Reducción 

relativa 

Reducción 

relativa 

general 

Lumina 

Coat 

CV 2,288 2,508 8,80% 

13,95% 

Duosynt CV 2,212 2,735 19,10% 

Lumina 

Coat 

XTT 0,0064 0,01 36,30% 

22,70% 

Duosynt XTT 0,009 0,0099 9,10% 

Lumina 

Coat 

UFC/ml 2,7 8,97 69,90% 

68,60% 

Duosynt UFC/ml 2,8 8,57 67,30% 

 

Nota: CV: ensayo de tinción con cristal violeta (biomasa total); XTT: ensayo de tinción con sales 

de tetrazolio (viabilidad microbiana); UFC/ml: ensayo de recuento de unidades formadoras de 

colonias por mililitro (carga microbiana viable); la tabla muestra que en todos los ensayos existió 

un porcentaje de reducción de microorganismos por el efecto de la clorhexidina, siendo más 

evidente en el ensayo de recuento de unidades formadoras de colonias por mililitro. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 5  

Porcentaje de reducción relativa de microorganismos adheridos a membranas de colágeno 

Lumina Coat y sintéticas Duosynt, asociado al efecto de la clorhexidina por tipo de ensayo 

 

Nota: CV: ensayo de tinción con cristal violeta (biomasa total); XTT: ensayo de tinción con sales 

de tetrazolio (viabilidad microbiana); UFC/ml: ensayo de recuento de unidades formadoras de 

colonias por mililitro (carga microbiana viable). 

Fuente: Elaboración propia. 

Previo a la interpretación de las pruebas inferenciales, se muestra el resumen de la 

tendencia central y dispersión por grupo, utilizando como referencia para entender la dirección 

de los efectos estadísticos la (Tabla 6). 
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Tabla 6  

Medias con desviación estándar de biofilms adheridos sobre membranas de colágeno Lumina 

Coat y Sintéticas Duosynt, de los ensayos de tinción con cristal violeta (CV), sales de tetrazolio 

(XTT) y recuentos microbiológicos (UFC/ml) 

Grupo n 

CV 

media ± 

DE 

XTT 

media ± 

DE 

UFC/ml media 

± DE 

UFC/ml mediana 

(rango) 

G1: 

L/CHX+ 

30 

2,288 ± 

0,030 

0,0064 ± 

0,0020 

2,70 ×10⁶ ± 

1,42 ×10⁶ 

3,00 ×10⁶ (0,00 ×10⁶ - 

5,00 ×10⁶) 

G2: 

D/CHX+ 

30 

2,212 ± 

0,370 

0,0090 ± 

0,0021 

2,80 ×10⁶ ± 

1,32 ×10⁶ 

3,00 ×10⁶ (0,00 ×10⁶ - 

5,00 ×10⁶) 

G3: 

L/CHX- 

30 

2,508 ± 

0,044 

0,0100 ± 

0,0043 

8,97 ×10⁶ ± 

2,80 ×10⁶ 

8,50 ×10⁶ (4,00 ×10⁶ - 

16,00 ×10⁶) 

G4: 

D/CHX- 

30 

2,735 ± 

0,352 

0,0099 ± 

0,0033 

8,57 ×10⁶ ± 

2,98 ×10⁶ 

8,00 ×10⁶ (4,00 ×10⁶ - 

16,00 ×10⁶) 

Nota: G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; L: membrana Lumina Coat; D: 

membrana Duosynt; CHX+: con tratamiento de clorhexidina; CHX-: sin tratamiento de 

clorhexidina CV: ensayo de tinción con cristal violeta (biomasa total); XTT: ensayo de tinción 

con sales de tetrazolio (viabilidad microbiana); UFC/ml: ensayo de recuento de unidades 

formadoras de colonias por mililitro (carga microbiana viable); DE: desviación estándar. 

Fuente: Elaboración propia. 

La normalidad residual no se cumplió en estrictamente en ninguna variable. Las 

varianzas fueron heterogéneas en CV y UFC/ml, mientras que XTT fue compatible con 
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homogeneidad de varianzas. Por ello los resultados del ANOVA se interpretan junto con los 

valores p robustos HC3 y con Kruskal-Wallis como contraste de sensibilidad. 

Los resultados del ANOVA factorial 2 x 2 para el ensayo de CV mostraron que la 

clorhexidina presentó un efecto significativo sobre la absorbancia de este ensayo (p < 0.05), de 

igual forma la interacción entre material/clorhexidina también fue significativa, lo que indica que 

la diferencia asociada a clorhexidina no fue idéntica en ambos materiales. Por tal motivo el 

efecto principal del material no fue significativo en el análisis p robusto HC3. También se pudo 

evidenciar, en el caso del uso de XTT, que existen efectos significativos en el material con 

clorhexidina, lo que indicaría que la actividad metabólica microbiana, puede variar si las 

membranas reciben el tratamiento de clorhexidina, Además, que el efecto de la clorhexidina fue 

más evidente en una membrana que en la otra, pero debido a la interacción entre el XTT y 

algunos tipos de membranas, se pueden presentar resultados divergentes. Similarmente, los 

resultados de la ANOVA 2x2 sobre el recuento de UFC/ml, permitió observar que la clorhexidina 

tuvo un efecto altamente significativo y de gran tamaño en la reducción del biofilm adherido 

sobre las membranas. Ni el material ni la interacción entre material/clorhexidina fueron 

significativos, lo que nos sugiere que la reducción de bacterias cultivables por clorhexidina fue 

consistente en Lumina Coat y Duosynt (Tabla 7). 
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Tabla 7  

ANOVA factorial 2x2 de la influencia del tipo de material de la membrana, el efecto de la 

clorhexidina y la interacción material/clorhexidina según los ensayos de tinción con cristal 

violeta, sales de tetrazolio y recuento de UFC/ml 

Ensayo Efecto 

F 

clásico 

(1,116) 

p 

clásico 

F 

robusto 

HC3 

p HC3 ηp² Lectura 

CV Material 2,587 0,11 2,981 0,087 0,022 

No 

significativo 

CV CHX 63,08 <0,001 509,691 <0,001 0,352 

Efecto 

significativo 

CV 

Interacción 

Material×CHX 

10,432 0,002 10,084 0,002 0,083 

Efecto 

significativo 

XTT Material 5,115 0,026 18,456 <0,001 0,042 

Efecto 

significativo 

XTT CHX 16,378 <0,001 12,8 <0,001 0,124 

Efecto 

significativo 

XTT 

Interacción 

Material×CHX 

5,954 0,016 5,756 0,018 0,049 

Efecto 

significativo 

UFC/ml Material 0,132 0,717 0,001 0,98 0,001 

No 

significativo 
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UFC/ml CHX 212,285 <0,001 206,174 <0,001 0,647 

Efecto 

principal 

marcado 

UFC/ml 

Interacción 

Material×CHX 

0,367 0,546 0,354 0,553 0,003 

No 

significativo 

Nota: CHX: clorhexidina; CV: ensayo de tinción con cristal violeta (biomasa total); XTT: ensayo 

de tinción con sales de tetrazolio (viabilidad microbiana); UFC/ml: ensayo de recuento de 

unidades formadoras de colonias por mililitro (carga microbiana viable). 

Fuente: Elaboración propia. 

Las comparaciones post hoc realizadas con la prueba de Tukey HSD, respondieron 

directamente a dos interrogantes del estudio: cual es el efecto de la clorhexidina dentro de cada 

tipo de membrana y cuál es el efecto del tipo de membrana dentro de cada condición de 

clorhexidina. 

En el ensayo con CV, la clorhexidina redujo la absorbancia dentro de ambos materiales y 

la diferencia entre materiales fue significativa, principalmente en ausencia de clorhexidina (Tabla 

8). En cuanto al ensayo con XTT, la diferencia más marcada se mantuvo en Lumina Coat con 

clorhexidina; Duosynt con y sin clorhexidina no mostró separación significativa (Tabla 9). 

Referente al ensayo de recuento de UFC/ml, los contrastes dentro de cada material confirmaron 

diferencias significativas entre CHX+ y CHX- (Tabla 10). También se realizaron comparaciones 

entre grupos para evaluar los efectos globales de la clorhexidina y el material (Tabla 11). 
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Tabla 8  

Prueba de Tukey HSD del ensayo de cristal violeta (CV) para la evaluación de la capacidad de 

formación de biofilms mixtos de E. faecalis y C. albicans sobre membranas de colágeno Lumina 

Coat y sintética Duosynt 

Comparación 

Diferencia 

de medias 

IC 95% 

p 

ajustado 

Significancia 

G1 L/CHX+ vs G2 

D/CHX+ 

-0,076 

-0,249 a 

0,097 

0,662 No 

G1 L/CHX+ vs G3 

L/CHX- 

0,221 

0,048 a 

0,393 

0,006 Sí 

G2 D/CHX+ vs G4 

D/CHX- 

0,523 

0,351 a 

0,696 

<0,001 Sí 

G3 L/CHX- vs G4 

D/CHX- 

0,227 

0,054 a 

0,399 

0,005 Sí 

Nota: G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; L: membrana Lumina Coat; D: 

membrana Duosynt; CHX+: con tratamiento de clorhexidina; CHX-: sin tratamiento de 

clorhexidina; IC 95%: intervalo de confianza al 95% para la diferencia de medidas; p ajustado: 

valor de probabilidad ajustado para comparaciones múltiples. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 9  

Prueba de Tukey HSD del ensayo de sales de tetrazolio (XTT) para la evaluación de la 

capacidad de formación de biofilms mixtos de E. faecalis y C. albicans sobre membranas de 

colágeno Lumina Coat y sintética Duosynt 

Comparación 

Diferencia 

de medias 

IC 95% 

p 

ajustado 

Significancia 

G1 L/CHX+ vs G2 

D/CHX+ 

0,0026 

0,0006 a 

0,0047 

0,006 Sí 

G1 L/CHX+ vs G3 

L/CHX- 

0,0036 

0,0016 a 

0,0057 

<0,001 Sí 

G2 D/CHX+ vs G4 

D/CHX- 

0,0009 

-0,0012 a 

0,0030 

0,668 No 

G3 L/CHX- vs G4 

D/CHX- 

-0,0001 

-0,0022 a 

0,0020 

0,999 No 

Nota: G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; L: membrana Lumina Coat; D: 

membrana Duosynt; CHX+: con tratamiento de clorhexidina; CHX-: sin tratamiento de 

clorhexidina; IC 95%: intervalo de confianza al 95% para la diferencia de medidas; p ajustado: 

valor de probabilidad ajustado para comparaciones múltiples. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 10  

Prueba de Tukey HSD del ensayo de recuento de unidades formadoras de colonias por mililitro 

(UFC/ml), para la evaluación de la capacidad de formación de biofilms mixtos de E. faecalis y C. 

albicans sobre membranas de colágeno Lumina Coat y sintética Duosynt 

Comparación 

Diferencia 

de medias 

IC 95% 

p 

ajustado 

Significancia 

G1 L/CHX+ vs G2 

D/CHX+ 

0,10 ×10⁶ 

-1,42 ×10⁶ a 

1,62 ×10⁶ 

0,998 No 

G1 L/CHX+ vs G3 

L/CHX- 

6,27 ×10⁶ 

4,74 ×10⁶ a 7,79 

×10⁶ 

<0,001 Sí 

G2 D/CHX+ vs G4 

D/CHX- 

5,77 ×10⁶ 

4,24 ×10⁶ a 7,29 

×10⁶ 

<0,001 Sí 

G3 L/CHX- vs G4 

D/CHX- 

-0,40 ×10⁶ 

-1,92 ×10⁶ a 

1,12 ×10⁶ 

0,903 No 

Nota: G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; L: membrana Lumina Coat; D: 

membrana Duosynt; CHX+: con tratamiento de clorhexidina; CHX-: sin tratamiento de 

clorhexidina; IC 95%: intervalo de confianza al 95% para la diferencia de medidas; p ajustado: 

valor de probabilidad ajustado para comparaciones múltiples. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 11  

Welch con ajuste de Holm para evaluar efectos del tipo de material de las membranas y la 

influencia de la clorhexidina sobre el crecimiento de biofilms mixtos, según los ensayos de cristal 

violeta (CV), sales de tetrazolio (XTT) y recuentos microbianos (UFC/ml) 

Ensayo 

Comparación 

agrupada 

Diferencia 

de medias 

IC 95% Welch 

p 

ajustado 

Holm 

Significancia 

CV 

CHX+ vs CHX- 

(G1+G2 vs 

G3+G4) 

0,372 0,275 a 0,469 <0,001 Sí 

CV 

 Lumina Coat vs 

Duosynt (G1+G3 

vs G2+G4) 

0,075 -0,043 a 0,194 0,209 No 

XTT 

CHX+ vs CHX- 

(G1+G2 vs 

G3+G4) 

0,0023 0,0011 a 0,0034 <0,001 Sí 

XTT 

Lumina Coat vs 

Duosynt (G1+G3 

vs G2+G4) 

0,0013 0,0001 a 0,0025 0,039 Sí 

UFC/ml 

CHX+ vs CHX- 

(G1+G2 vs 

G3+G4) 

6,02 ×10⁶ 

5,20 ×10⁶ a 6,83 

×10⁶ 

<0,001 Sí 
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UFC/ml 

Lumina Coat vs 

Duosynt (G1+G3 

vs G2+G4) 

-0,15 ×10⁶ 

-1,51 ×10⁶ a 1,21 

×10⁶ 

0,828 No 

Nota: G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; L: membrana Lumina Coat; D: 

membrana Duosynt; CHX+: con tratamiento de clorhexidina; CHX-: sin tratamiento de 

clorhexidina; IC 95%: intervalo de confianza al 95% para la diferencia de medidas; p ajustado: 

valor de probabilidad ajustado para comparaciones múltiples. 

Fuente: Elaboración propia. 

Además del post hoc general, se evaluaron contrastes planeados alineados con el diseño 

del estudio, donde se confirma que en el ensayo con CV el efecto de la clorhexidina es 

significativo en los dos tipos de membrana y el contraste entre materiales sin clorhexidina 

también resulta significativo; en el ensayo con XTT el efecto de la clorhexidina es significativo 

en Lumina Coat, pero no en Duosynt; y en el ensayo de recuento de UFC/ml, se confirma que el 

efecto de la clorhexidina es fuerte en los dos tipos de membrana (Tabla 12). 
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Tabla 12  

Welch y Mann-Whitney con ajuste de Holm y estimación de g de Hedges para evaluar el efecto 

del material de las membranas y el efecto de clorhexidina sobre el crecimiento de biofilms 

mixtos, según los ensayos de cristal violeta (CV), sales de tetrazolio (XTT) y recuentos 

microbianos (UFC/ml) 

Ensayo Contraste 

Diferencia 

de medias 

p Welch 

Holm 

p MW 

Holm 

g de 

Hedges 

CV 

Efecto de 

clorhexidina en 

Lumina Coat 

-0,221 <0,001 <0,001 -5,73 

CV 

Efecto de 

clorhexidina en 

Duosynt 

-0,523 <0,001 <0,001 -1,43 

CV 

Efecto del material 

con clorhexidina 

0,076 0,271 0,223 0,29 

CV 

Efecto del material 

sin clorhexidina 

-0,227 0,003 <0,001 -0,89 

XTT 

Efecto de 

clorhexidina en 

Lumina Coat 

-0,0036 <0,001 <0,001 -1,07 

XTT 

Efecto de 

clorhexidina en 

Duosynt 

-0,0009 0,422 0,727 -0,32 
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XTT 

Efecto del material 

con clorhexidina 

-0,0026 <0,001 <0,001 -1,28 

XTT 

Efecto del material 

sin clorhexidina 

0,0001 0,920 0,727 0,03 

UFC/ml 

Efecto de 

clorhexidina en 

Lumina Coat 

-6,27 ×10⁶ <0,001 <0,001 -2,79 

UFC/ml 

Efecto de 

clorhexidina en 

Duosynt 

-5,77 ×10⁶ <0,001 <0,001 -2,47 

UFC/ml 

Efecto del material 

con clorhexidina 

-0,10 ×10⁶ 1,000 0,847 -0,07 

UFC/ml 

Efecto del material 

sin clorhexidina 

0,40 ×10⁶ 1,000 0,847 0,14 

Nota: CV: ensayo de tinción con cristal violeta (biomasa total); XTT: ensayo de tinción con sales 

de tetrazolio (viabilidad microbiana); UFC: ensayo de recuento de unidades formadoras de 

colonias por mililitro (carga microbiana viable); p Welch Holm: valor p ajustado mediante 

método de holm para prueba de Welch; p MW Holm: valor p ajustado mediante método de holm 

para prueba de U de Mann-Whitney; g de Hedges: medida del tamaño del defecto. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 



44 

 

En la (Figura 5 y 6) se muestran los patrones de interacción entre material y clorhexidina 

(intervalos de confianza 95%). En el ensayo de CV, la clorhexidina también se asoció con menor 

biomasa teñida. La interpretación significativa sugiere que el comportamiento de los materiales 

no es exactamente paralelo, señalando que Duosynt sin clorhexidina alcanzó la mayor 

absorbancia, mientras que los grupos con clorhexidina obtuvieron valores menores. 

En el ensayo de viabilidad celular con XTT, la interpretación es más matizada, 

demostrándose que la diferencia más marcada se concentra en Lumina Coat con clorhexidina, 

que presentó menor actividad metabólica. Duosynt con clorhexidina, Lumina Coat sin 

clorhexidina y Duosynt sin clorhexidina no se separaron claramente en el post hoc de Tukey. 

Finalmente, desde un punto de vista inferencial, la evidencia más sólida corresponde a la 

reducción del recuento de UFC/ml en presencia de clorhexidina. Este resultado es coherente con 

los datos descriptivos y con las pruebas p robustos HC3 y no paramétricas. 

Figura 6  

Gráficos de interacción con intervalos de confianza, entre las membranas de colágeno Lumina 

Coat y sintética Duosynt y el efecto antimicrobiano de la clorhexidina, según los ensayos de 

tinción de cristal violeta, sales de tetrazolio y recuento de UFC/ml 
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Nota: CHX+: con tratamiento de clorhexidina; CHX-: sin tratamiento de clorhexidina; A: 

resultados de la interacción Material/clorhexidina para ensayo con cristal violeta (Absorbancia, 

OD570nm). La separación entre CHX+ y CHX- indica menor absorbancia en este ensayo en 

presencia de clorhexidina; B: resultados de la interacción Material/clorhexidina para ensayo con 

sales de tetrazolio (Absorbancia, OD490nm). El grupo L/CHX+ muestra menor actividad 

metabólica promedio; C: resultados de la interacción Material/clorhexidina para ensayo de 

recuento de UFC/ml; la reducción asociada a clorhexidina es clara en ambos materiales. 

Fuente: Elaboración propia. 

La membrana de colágeno presentó una estructura más esponjosa, maleable y con 

microfilamentos, a diferencia de la membrana Duosynt que su estructura fue más compacta, 

rígida y microporosa sin los microfilamentos observados en la anterior. 

Al realizar la inoculación de las membranas dentro de los pocillos de la microplaca, las 

porciones de membrana de colágeno no experimentaban movimientos de flotación en el caldo de 

cultivo, mientras que un mediano porcentaje de las membranas sintéticas experimentaban 

alteraciones en su estabilidad, pudiendo modificar su posición inicial, desde ubicarse 

perpendicular a la base del pocillo hasta llegar a ubicarse en la superficie del caldo de cultivo. 

Otra observación relevante es que las membranas que se utilizaron en los ensayo con 

XTT, sufrieron cambios de color en distintas concentraciones de color negro y café, de manera 

directamente proporcional a la exposición a clorhexidina, donde las membranas que no fueron 

tratadas con clorhexidina mostraron un cambio de color más marcado, siendo esto una de las 

alteraciones más importantes que definen no solo la adherencia microbiológica a las membranas 

sino que evidencia la capacidad de metabolización que presentaban en ese momento los 

microrganismos y por lo tanto la viabilidad existente. 



46 

 

Finalmente, un aspecto que se debe mencionar es que a diferencia de la membrana 

Duosynt que no modificó su estructura, la membrana Lumina Coat experimentó un pequeño 

cambio de tamaño, mostrando una reducción evidente de sus dimensiones iniciales, mostrándose 

desde el inicio de la inoculación una reducción mínima pero evidente de la membrana, lo que al 

final del estudio puede ser un factor influyente en la cuantificación de cantidad de biofilm 

adherido a la superficie de la membrana (Figura 3). 

Discusión 

Se evaluó integralmente el crecimiento microbiológico sobre dos membranas diferentes 

de colágeno (Lumina Coat) y sintética a base de polímeros PTMC y PLGA (Duosynt), donde se 

analizó el impacto de la incorporación de clorhexidina previo a su inoculación con Candida 

albicans (ATCC 29212) y Enterococcus faecalis (ATCC 10231), para la formación de un biofilm 

mixto, a través de los tres ensayos diferentes ya mencionados (CV, XTT y recuento por UFC/ml), 

pero que resultaron complementarios para establecer una conclusión fiable. 

La estadística descriptiva e inferencial mostró hallazgos que concuerdan con estudios 

anteriores, donde se manifiesta que la presencia de clorhexidina en las membranas Lumina Coat 

y Duosynt, fue el factor de mayor peso y que determinó el menor desarrollo microbiano sobre 

estas superficies evaluadas (Adamuz et al., 2024; Chen et al., 2003), pudiendo observarse los 

porcentajes de reducción individual y general en la (Figura 5). 

En el ensayo con CV existió una interacción significativa entre la membrana y la 

clorhexidina (p < 0.01), indicando que la clorhexidina de manera general reduce la cantidad de 

biomasa adherida en un 13,95 %; el ensayo con XTT mostró resultados significativos (p < 0.05), 

llegando a demostrar que la clorhexidina puede disminuir contundentemente la actividad 

metabólica, con una reducción general del 22,70 % (p < 0.001) y con una disminución mínima 
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específica sobre la membrana Duosynt que no generó cambios estadísticos significativos 

correspondientes al 9.1 % (p > 0.05); en el recuento de (UFC/ml), la clorhexidina demostró una 

reducción significativa del 68.6%, en los grupos 1 y 2, mostrándose una media global que 

decreció de 8.77 X 10⁶ UFC/ml a 2.75 X 10⁶ UFC/ml (p < 0.001).  

Con el modelo ANOVA factorial 2x2, se estableció que no existió mayor relevancia entre 

los diferentes materiales de las membranas (p > 0.05) ni de la interacción entre material con la 

clorhexidina (p > 0.05). Lo que muestra una actividad similar de la clorhexidina tanto para la 

matriz de colágeno como para la sintética.   

Si bien existieron datos de los ensayos de CV y XTT, que demostraron diferencias en las 

lecturas de absorbancia entre materiales, estas son poco significativas individualmente y que, al 

agruparse los resultados de los tres ensayos, se evidencia que el tipo de material sea Lumina Coat 

o Duosynt, no mostró interacciones de importancia que puedan generar cambios trascendentales 

en la adherencia del biofilm. La discrepancia de los resultados entre las tres metodologías de 

análisis puede explicarse mediante el concepto viable pero no cultivable (VBNC) que indica que 

los microorganismos pueden encontrarse en estado latente, pero no manifestar división celular 

(Mahdizade et al., 2025). Esto explicaría por qué en el ensayo de recuento de microorganismos 

vivos (UFC/ml) se observó menor cantidad de colonias procedentes de los grupos con 

clorhexidina vs los grupos que no tenían clorhexidina. presentando así, el porcentaje de 

reducción de microorganismos más alto entre los tres ensayos (Kichler et al., 2021; Lu et al., 

2024; Mejía et al., 2025). 

El estado de VBNC no indica que la clorhexidina va a suprimir totalmente metabolismo 

microbiano, pudiendo existir aun, una actividad relativa de las deshidrogenasas capaces de 

reducir el XTT. Este efecto, se observó similarmente en estudios anteriores, donde se 
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demostraron resultados equivalentes en la reducción de la actividad metabólica de especies del 

género Candida frente a la aplicación de clorhexidina, pero que aún persistía la actividad 

enzimática reductora del XTT (Fu et al., 2014; Koban et al., 2012). 

 La similitud de resultados entre la membrana Duosynt con y sin clorhexidina en el 

ensayo con XTT, puede explicarse debido a que el colorante pudiera retenerse en la membrana y 

no liberarse al sobrenadante, generando falsos positivos o negativos. Además, esta particularidad 

se confirma en otros estudios que explican la existencia de una retención física inespecífica del 

colorante, debido a la porosidad y tensión superficial que presentan las membranas sintéticas, a 

diferencia de las membranas de colágeno (Roether et al., 2002; Weyermann et al., 2005). De 

igual forma la sección 5 de la norma ISO 10993-5:2009 advierte que, si el dispositivo médico a 

evaluar posee estructura porosa, absorbente o interactúa con el reactivo (MTT o XTT), existe 

alto riesgo de retención inespecífica del colorante (International Organization for 

Standardization, 2009). 

Las limitaciones del estudio corresponden a la diversidad microbiana reducida por el 

empleo único de E. faecalis y C. albicans, ya que la práctica, la membrana expuesta al medio 

oral puede contaminarse de otros patógenos como los del complejo rojo de Socransky cuya 

actividad metabólica puede generar alteraciones en la efectividad de la clorhexidina (Socransky 

& Haffajee, 2000). Además, no se evaluó el tiempo de liberación sostenida de la clorhexidina, ni 

la citotoxicidad de la clorhexidina al 0,0015% sobre osteoblastos o fibroblastos; y, por último, al 

ser un estudio in vitro, no se cuenta con el ambiente y las dinámicas propias de la cavidad oral. 

Se sugieren más estudios a futuro que incluyan la presencia de inmunoglobulinas y 

cambios de pH para simular en ambiente de la cavidad oral, la inclusión de membranas de matriz 

de pericardio y otros patógenos orales para evaluar las similitudes o discrepancias del efecto de 
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la clorhexidina para disminuir el riesgo de contaminación de la membrana en caso de exposición 

al medio oral. También se abre la puerta a la posibilidad del empleo de la matriz de corte 

diseñada en este estudio, para el seccionamiento prolijo de las membranas previo a su 

implantación, así como la incorporación de soluciones de clorhexidina a la membrana como 

protocolo en los consultorios dentales, para generas en ellas una capacidad antimicrobiana en 

caso de que se expongan luego de las cirugías de ROG. 

Finalmente, se muestran en este estudio resultados que se complementaron para llegar a 

un mismo criterio; donde las diferentes conductas observadas entre membranas, antiséptico y 

microorganismos marcan la importancia de no evaluar la eficacia de la clorhexidina en base a un 

solo indicador. Mientras el CV ayuda a medir la cantidad total de biofilm adherido a la 

membrana y el XTT la aparente actividad metabólica, el recuento de las UFC/ml se sitúa como el 

indicador final de supervivencia celular y de la potencial de infección que puede generarse. 

Conclusión 

Como conclusión se puede establecer que los datos obtenidos demuestran con firmeza 

que el uso de la clorhexidina representa una estrategia eficaz para disminuir la colonización de 

Candida albicans (ATCC 29212) y Enterococcus faecalis (ATCC 10231), en membranas 

empleadas en ROG, manifestando semejanzas en la supresión de la viabilidad microbiana y la 

capacidad de multiplicarse sobre las matrices de colágeno y las sintéticas.  

Por consiguiente, se puede dictaminar que el ensayo más eficiente de este estudio para 

demostrar el efecto de la clorhexidina, fuel el recuento de unidades formadoras de colonias, para 

cuantificar la carga microbiana viable sobre los biofilms adheridos a las membranas empleadas. 
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Anexos 

Anexo 1. Solicitud al Comité de Ética 
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Anexo 2. Aprobación del Comité de Ética
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