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Evaluacion de la eficacia del Subsalicilato de Bismuto para la
descontaminacién de superficies de Titanio colonizadas con
biopeliculas de Staphylococcus aureus. Estudio piloto.

Monserrat del Consuelo Ruiz Cardona’, Argelia Almaguer Flores?

Resumen.

Objetivo: El subsalicilato de bismuto (SSB) ha sido utilizado como agente terapéutico de
infecciones gastrointestinales debido a su capacidad antibacteriana. Por otra parte, se ha
reportado un incremento de la peri-implantitis asociada a la presencia de bacterias como
Staphylococcus aureus. El propdésito de este estudio piloto fue analizar el potencial del
SSB como agente descontaminante de superficies de titanio colonizadas con S. aureus.
Materiales y métodos: Discos de titanio tratados con grabado acido (Ti-SLA) fueron
incubados durante 24 h con una suspension de S. aureus (ATCC 25923). El protocolo de
descontaminacién consistido en lavados con SSB (20mg/mL), utilizando como control
positivo clorhexidina (0.2%), y ddH20 como control negativo. Posteriormente, las
superficies volvieron a ser incubadas durante 24h para permitir el crecimiento de las
células bacterianas remanentes. Después de la incubacién, las muestras fueron
procesadas para ser observadas con microscopia electronica de barrido (SEM) vy
determinar el porcentaje de colonizacion bacteriana a partir de las micrografias obtenidas
utilizando el software AxioVision. Resultados: La observacién cualitativa de las
microfotografias obtenidas con el SEM revel6 que las superficies Ti-SLA lavadas con SSB
presentaban porcentaje de colonizacion bacteriana (0.18%), comparandolas con las
muestras lavadas con clorhexidina (24.28%) y ddH20 (42.33%). Conclusiones: El
protocolo de descontaminacidén con SSB, presentd un mejor efecto antibacteriano contra
S. aureus comparado con el protocolo mas utilizado actualmente que es la clorhexidina.
Al ser este un estudio piloto, se requieren mas estudios para evaluar con mayor
profundidad el efecto del SSB como agente descontaminante en implantes dentales.

Abstract.

Objective: Bismuth subsalicylate (BSS) has been used as a therapeutic agent in
gastrointestinal disorders due to its capacity to inhibit bacterial growth. On the other hand,
it has been reported that the prevalence of peri-implantitis associated with bacteria like
Staphylococcus aureus has increased. The aim of the present study was to analyze the
potential of BSS to decontaminate titanium (Ti) implant surfaces colonized with S. aureus.
Materials and methods: Sandblasted acid-etched Ti disks surfaces (Ti-SLA) were
incubated for 24h with a suspension of of S. aureus (ATCC 25923). The decontaminating
protocol consisted in washes with a solution of BSS (20mg/mL), using chlorhexidine
(0.2%) as positive control, and ddH20 as negative control. After washing, Ti-SLA disks
were incubated again during 24h to allow the growth of the remained bacterial cells on the
washed surfaces. After incubation, samples were prepared to be observed by Scanning
Electron Microscopy (SEM) and the percentage of bacterial colonization was estimated
using AxioVision software. Results: The qualitative observation of the SEM micrographs
revealed that the Ti-SLA surfaces washed with BSS exhibited reduced levels of bacteria
(0.18%), compared with the surfaces washed with chlorhexidine (24.28%) and ddH20



(42.33%) washed surfaces. Conclusions: The decontaminating protocol with Bismuth
subsalicylate seems to have a better antibacterial effect by reducing the colonization of S.
aureus than the currently used decontaminating protocol with chlorhexidine. More studies
are required to quantitatively evaluate the antibacterial effect of the BSS washing protocol

on Ti implant surfaces.

Palabras clave: Peri-implantitis, Subsalicilato de bismuto, Titanio, Staphylococcus

aureus.
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Introduccion.

El uso de medicamentos a base de
metales se remonta a la antigledad. Se
tienen registros que compuestos a base
de oro, se utilizaron en China y Medio
Oriente hace 3500 afios con la creencia
de que los metales preciosos tenian valor
medicinal, y mas adelante el bicloruro de
mercurio se utiliz6 como diurético
durante el Renacimiento’.

De manera mas reciente, a principios del
siglo XX, Paul Ehrlich, quien acufié el
término “quimioterapia”, desarrollo el
compuesto llamado Salvarsan, hecho a
base de arsénico como tratamiento para
la sifilis?.

Una seleccion y manipulaciéon cuidadosa
de los metales nos lleva a un buen uso
de sus propiedades quimicas. De
manera que al predecir y controlar la
farmacodinamia y la famacocinética de
los diversos compuestos, nos proveen
una oportunidad para desarrollar
medicamentos a base de metales
aprovechando sus mecanismos de
accions.

El bismuto es un metal pesado,
considerado como el menos tdxico para
el ser humano?, es encontrado en iguales
proporciones que la plata en la corteza

terrestre, y ocupa el lugar 73 en
abundancia. México es el segundo
productor de bismuto a nivel mundial
después de China®.

El primer uso médico documentado del
bismuto fue en 1733, como unglento
para infecciones y como analgésico de
dolor espasmddico en estomago e
intestino®’. Para el siglo XX diversas
preparaciones a base de Bismuto se
usaron como tratamiento para una gran
variedad de deso6rdenes incluyendo
heridas de guerra, gastroenteritis, y
cholera infantum, enfermedad en nifios
caracterizada por dolor estomacal,
diarrea y vomito’. Una de estas
preparaciones, que se sigue usando en
la actualidad, es el Subsalicilato de
Bismuto (SSB), componente principal del
Pepto-Bismol™, desarrollado en 1901,
utilizado para tratar gastritis y dispepsia®.

El SSB es una sal de bismuto trivalente y
acido salicilico altamente insoluble. Cada
molécula contiene 58% de bismuto y
42% de salicilato por peso®. Se ha
probado que reduce la secrecidén acida,
aumenta la produccion de
prostaglandinas de proteccion e inhibe el



crecimiento de Campylobacter pylori,
exhibiendo asi su capacidad
antimicrobiana®. Otro estudio in vitro ha
demostrado que el SSB es un
antibacteriano que funciona contra
diversos microorganismos (Escherichia.
coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis)'.

Dentro del ambito odontoldgico, se ha
utilizado como aditivo radiopaco en
resinas y cementos endodonticos, asi
como elemento hemostatico post-
quirurgico™.

Por otra parte, se sabe que un gran
numero de infecciones humanas son
causadas por bacterias. Estas pueden
incluir caries dental, enfermedad
periodontal, enfermedades musculo-
esqueletales, y peri-implantitis, entre
otras'?. Las bacterias causantes de este
tipo de infecciones forman unas
estructuras complejas [lamadas
biopeliculas'.

Las biopeliculas estan constituidas por
micro-colonias formadas de células
bacterianas distribuidas en una matriz,
de exopolisacaridos, proteinas, sales y
material celular en solucion acuosa
adheridas a una superficie soélida'™'4.
Esta forma de crecimiento bacteriano
provee a las bacterias de proteccidon
contra  especies competidoras o
sustancias potencialmente tdxicas en su
medio ambiente como antisépticos y
antibioticos’®.

En el caso de infecciones como la peri-
implantitis, la formacién de la biopelicula
comienza con la adhesion de las
bacterias a la superficie del implante,
seguida de una fase de retraso en el
crecimiento bacteriano, en donde ocurre
un cambio de expresidon genética.
Posteriormente existe un periodo de
crecimiento rapido en donde las
bacterias producen la matriz de
exopolisacaridos hasta llegar a un

estadio estacionario en donde la
biopelicula alcanza cierto equilibrio™®.

La formacion de la biopelicula en los
implantes es influenciada por las
propiedades de la superficie a colonizar,
incluyendo composicion quimica 'y
rugosidad, entre otros™’.

El término peri-implantitis se introdujo en
1980 y se defini6 como un “proceso
inflamatorio y destructivo que afecta los
tejidos blandos y duros alrededor de
implantes osteointegrados, que lleva a la
formacion de una bolsa peri-implantar y
pérdida de hueso de soporte”'®. Aunque
el rol de las bacterias como agente
etiolégico de la peri-implantitis fue
debatido al principio de la era de
implantologia dental, los analisis
microscopicos hechos a diferentes
implantes, dej6 claro su papel clave en
este tipo de infecciones’®.

La microbiota asociada con tejidos peri-
implantares sanos, esta dominada por
bacilos y cocos facultativos Gram
positivos, encontrando también bajas
proporciones de anaerobios Gram
negativos?’.

Estudios han identificado grandes
proporciones de bacterias anaerobias
Gram negativas alrededor de implantes
con signos clinicos evidentes de peri-
implantitis, sobretodo gran prevalencia
de patogenos asociados a periodontitis,
incluyendo bacterias del complejo rojo y
naranja?'. Asi mismo, se ha reportado la
asociacion entre la presencia de
Staphylococcus aureus, bacilos
entéricos y Candida albicans en peri-
implantitis®'-22.

Respecto a S. aureus, se sabe que este
microorganismo elabora leucotoxinas en
contra de leucocitos polimorfonucleares
y macréfagos, ademas de producir otras
enzimas como la colagenasa, fibrolisina,
coagulasa, elastasa, lipasa, nucleasa,



gelatinasa, y una variedad de otras
proteinasas??. Ademas existe evidencia
que sugiere que S. aureus, puede ser un
importante patdgeno iniciador de algunos
casos de peri-implantitis?? 23,

Desde que se reconocio la relacion entre
las bacterias y la peri-implantitis, se han
propuesto y experimentado diferentes
estrategias antimicrobianas?*.

Cuando una peri-implantitis es
diagnosticada, el tratamiento depende de
los requerimientos estéticos del implante
y la cantidad de hueso perdido. Si la
pérdida dsea esta en estadios iniciales,
el tratamiento sera similar al de una
mucositis, el cual implica remocion de la
biopelicula con instrumentos de plastico,
seguido de pulido de las superficies con
copas de hule y pasta, hilo dental y
cepillos interdentales?®.

En actualidad no hay un protocolo
universal para el tratamiento de la peri-
implantitis. 262’Uno de los protocolos
mas utilizados para la eliminacién de la
biopelicula adherida en las superficies de
implantes, consiste en la irrigacién con
clorhexidina al 0.2% de manera
intrasulcular.?®

El objetivo de este estudio fue analizar el
efecto del subsalicilato de bismuto (SSB)
como agente descontaminante de
superficies de titanio, colonizadas con
biopeliculas de Staphylococcus aureus.

Método.

Estudio piloto experimental.

Superficies de titanio.
En este estudio se utilizaron nueve
discos de titanio fabricados y tratados en
el Instituto Straumann AG (Basel,
Switzerland) que nos fueron enviados
listos para ser usados.

Los métodos que se utilizaron para
producir los discos de titanio con grabado
acido/arenado  (Ti-SLA) han  sido
reportados previamente?®.

Cultivo bacteriano.

La cepa Staphylococcus aureus (ATCC
25923), se creci6 en agar enriquecido HK
(agar soya Tripticasa, suplementado con
0.3 pg/mL de menadiona y 5 yg/mL de
hemina) y fue incubada a 35° C durante
24 horas. Esta cepa fue propagada y
transferida hasta obtener cultivos puros,

los cuales se usaron en los experimentos
de formacién de biopeliculas sobre
superficies de Ti-SLA.

Efecto antibacteriano del SSB.

Todas las superficies de Ti-SLA fueron
esterilizadas en autoclave durante 20
minutos antes de ser utilizadas en los
ensayos bioldgicos. Las superficies se
colocaron individualmente en placas de
12 pozos donde se les adiciond una
suspension ajustada de 10° cel/mL de S.
aureus y fueron incubadas durante 24
horas a 35° C bajo condiciones aerdbicas
en un shaker orbital a 100 rpm (Figuras
1-3).Pasado el tiempo de incubacion,
todas las superficies fueron lavadas dos
veces con una solucion buffer de PBS y
fueron tranferidas a pozos estériles para
realizar irrigaciones descontaminantes.

Se realizaron dos irrigaciones de manera
indirecta y una de manera directa sobre
las superfcicies de Ti con una solucién de
SSB (20mg/ml) utilizando 1 mL en cada
irrigacion.

De igual manera, se realizaron los
mismos lavados utilizando una solucion
de clorhexidina (0.2%) (control positivo) y
agua bidestilada estéril (ddH20) (control
negativo). Después de realizar las
irrigaciones las superficies se volvieron a
incubar en condiciones aerdbicas
durante 24 horas.



1. Se recolecté S. aureus en cultivo puro y se
suspendio el crecimiento recolectado de
tubos con caldo de cultivo TSB.

2. El crecimiento bacteriano recolectado
se ajustd a una densidad éptica (DO) de 1
en un espectrofotémetro (600 nm) para
obtener 1x107 células/mL.

3. Se sembraron 104 cel/mL de S.
aureus en discos de Ti utilizando cajas
de 12 pozos y fueron incubadas
durante 24 horas a 35° C bajo
condiciones aerdbicas.

6. Las superficies de Ti fueron fi 2 =
procesadas para ser £
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las imégenes fueron analizadas
para determinar el porcentaje

de cobertura bacteriana en
cada superficie.

5. Las muestras de Ti lavadas
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durante 24 horas a 35° C bajo Clhrx
condiciones aerdbicas.
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Figura 1. Secuencia metodolégica del estudio.

Analisis por SEM.

Con el objeto de observar
cualitativamente el efecto antibacteriano
de la irrigacidon con SSB, las superficies
de Ti fueron procesadas para ser
observadas con microscopia electronica
de barrido (SEM, por sus siglas en
inglés).

Las muestras fueron fijadas en
glutaraldehido al 2% por 24 horas a
temperatura ambiente. Después fueron
lavadas tres veces con un buffer de
fosfato (pH 7.4) y deshidratadas con
etanol en porcentajes seriados de 20, 40,
60, 80 y 100%. Posteriormente, las
muestras fueron desecadas y cubiertas
con oro (Au) para ser observadas usando
un microscopio electronico de barrido
marca Cambridge - Leica Stereoscan
440 a 20kV.

La observacion cualitativa de la
biopelicula de S. aureus adherida a la
superficie se realizd a través de la
obtencion de imagenes de electrones
retro-dispersados (BSE). Las mismas
imagenes  fueron utilizadas para
determinar el porcentaje de colonizacién
bacteriana en cada superficie con el
programa de analisis de imagen
AxioVision.

El porcentaje de colonizacidén bacteriana
fue estimado a partir de micrografias de
SEM, en las microfotografias de
magnificacién 1000 X y 5000 X midiendo
el area ocupada por las bacterias y
comparando con el area total observada
utilizando la siguiente ecuacion.

(Area bacterias *100)
(Areu total )

Colonizacién bacteriana (%) =



1000X

5000X

SSB

Clorhexidina

Figura 2. Microfotografias obtenidas por SEM con las cuéles se determiné el porcentaje de
colonizacién bacteriana, magnificacion 1000 X y 5000 X.

Analisis estadistico.

El porcentaje de bacterias adheridas
sobre las superficies lavadas con los
diferentes irrigantes, fue determinado
utilizando seis zonas diferentes del area
total de cada micrografia.

El analisis estadistico fue realizado
mediante la prueba de ANOVA vy las
diferencias significativas se determinaron
utilizando la modificacion de Bonferroni.

Resultados.
La observacidon cualitativa de las

microfotografias obtenidas con el SEM
revel6 que las muestras de Ti-SLA que

en su superficie, comparandolas con las
muestras lavadas con clorhexidina y mas
aun con las muestras lavadas con ddH20
(Figura 2).

El porcentaje de colonizacion bacteriana
estimado a partir de las micrografias de
SEM usando la magnificacion 1000 X y
5000 X revel6 que las muestras que
fueron descontaminadas con SSB
exhibieron un porcentaje
significativamente menor de bacterias
presentes (0.18% y 5.11%,
respectivamente) comparadas con las
muestras que fueron descontaminadas
con clorhexidina (24.28% y 47.12%,




respectivamente) y con agua bidestilada
(42.33% y 75.88%, respectivamente)
(Tabla 1).

1000X SSB Chx ddH.O

Area total de la

micrografia (um?) 10724.23 10724.23 10671.964
Area total
ocupada por 19.18 2603.15 4517.92
bacterias (um?)
Colonizacion
e ) 0.19+0.7 24.3+1.7 42.3+5.8
% Inhibicién 998221 757:+76 57.7+10.1
5000X SSB Chx ddH20
CERUEE e DIE 420.38 420.91 419.91
mlcrpgrafla (um?)
Area total
ocupada por 21.49 198.33 318.64

bacterias (um?)
Colonizacion
bacteriana (%) 51+141 471+£23

% Inhibicién 94.9+3.8

75973

529+£57 241+£12.6

Tabla 1. Porcentaje de colonizacion bacteriana
determinado con las imagenes de SEM
utilizando magnificacion de 1000X y 5000X.

* SSB vs. CHX p < 0.05, ** SSB vs. ddH20 p < 0.01

Discusion

En este estudio piloto, nos enfocamos en
analizar el potencial del subsalicilato de
bismuto (SSB) como tratamiento
antiséptico, para tratar la peri-implantitis.
En la practica clinica, después del
diagnéstico de peri-implantitis, es
importante ofrecer a los pacientes una
terapia individualizada que puede incluir:
desbridamiento mecanico, uso de
antisépticos, terapia con antibioticos, y/o
cirugia®°.

A pesar de la cantidad de avances en el
area de la implantologia oral, los estudios
referentes a la efectividad de los agentes
utilizados en la fase de
descontaminaciéon de los implantes
dentales, son limitados. Numerosos

estudios mencionan que se ha logrado
una supervivencia muy alta de implantes
dentales afectados con peri-implantitis,
cuando son tratados con antibidticos
sistémicos, ademas de la utilizacion de
colutorios con clorhexidina, junto con el
debridamiento mecanico 30:31:32,

Respecto a el uso de diferentes
protocolos de descontaminacion
utilizando diferentes agentes antisépticos
como; solucion salina estéril 3334
clorhexidina 3°, acido citrico 26, peroxido
de hidrégeno y laser CO2 ¥, hasta la
fecha, no se ha demostrado que un
protocolo sea mejor que otro de manera
significativa.

Los unicos reportes publicados sobre la
efectividad de agentes
descontaminantes de superficies de
implantes han estado enfocados en la
clorhexidina como agente antiséptico.
Hasta ahora, no existen estudios
disponibles que reporten el uso y eficacia
del SSB como agente descontaminante
de superficies de implantes con peri-
implantitis, por lo que es dificil comparar
los resultados obtenidos en este estudio
piloto con lo reportado en la literatura.
Sin embargo, ya que en este estudio
piloto utilizamos la clorhexidina como
agente descontaminante control (control
positivo), utilizaremos los estudios
reportados con este agente, para poner
en perspectiva los resultados obtenidos
con el SSB, el cual mostr6 una mayor
efectividad que la clorhexidina en los
experimentos realizados en este estudio
piloto.

Un estudio in vitro report6 los resultados
de un protocolo de desinfeccion utlizando
clorhexidina al 0.05% sobre biopeliculas
de S. aureus cultivadas sobre placas de
acrilico. Los resultados mostraron que la
viabilidad bacteriana se redujo al 5.3%3%.
A su vez, otro estudio reportd
disminucion de el numero de unidades



formadoras de colonias del 10% al
realizar protocolos de desinfeccion con
clorhexidina al 0.2% a discos de titanio
de diferentes rugosidades contaminados
con S. aureus 3°. Estos resultados
confirman nuestros hallazgos de que la
clorhexidina es capaz de inhibir el
crecimiento bacteriano de S. aureus.
Mas aun, nosotros observamos una
mayor inhibicion bacteriana en las
superficies descontaminadas con SSB
que con las superficies tratadas con
clorhexidina, lo que podria indicar el
potencial del SSB como agente
descontaminante.

Otro estudio realizado in vitro utilizando
bacterias anaerdbias, reporté el efecto
de un protocolo de descontaminacion
utilizando clorhexidina al 0.2% sobre
Streptoccus mutans y Porphyromonas
gingivalis cultivadas sobre discos de
titanio de diferentes rugosidades. Sus
resultados mostraron que la clorhexidina
fue capaz de inhibir en un 55% y 23.4%
respctivamente 4> En este estudio
encontramos que hubo una mejor
inhibicion del crecimiento bacteriano
cuando se utilizdé una solucion SSB que
con la clorhexidina, lo que nos hace
pensar que este compuesto podria ser
mas efectivo que la clorhexidina para
descontaminar la superficie de un
implante que presente peri-implantitis.

Conclusiones.

En este estudio piloto, el protocolo de
descontaminacion usando subsalicilato
de bismuto presentd un mejor efecto
para reducir la colonizacién de S. aureus
en las superficies de titanio comparado
con la clorhexidina, que actualmente es
el agente descontaminante mas utilizado
por los clinicos durante el tratamiento de
peri-implantitis.

El subsalicilato de bismuto promete ser
un agente efectivo como coadyuvante en
la terapia antiséptica, debido a sus
propiedades bactericidas, facilidad de
manejo, y costo accesible.

Mas estudios se requieren para evaluar
de manera cuantitativa el efecto
antibacteriano del subsalicilato de
bismuto sobre superficies de titanio.
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