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RESUMEN

La disbiosis oral canina se relaciona con inflamacion y deterioro periodontal; sin embargo, existe
informacion limitada sobre las bacterias cultivables presentes en animales de refugios. Este
estudio tuvo como objetivo identificar y cuantificar la carga bacteriana cultivable de la cavidad
oral de caninos del Refugio Milagrinos, en Suba, Bogota D.C y evaluar su diversidad,
dominancia y sensibilidad antimicrobiana. Se obtuvieron muestras mediante hisopado oral de 30
caninos gerontes con signos clinicos compatibles con disbiosis. Se realizaron cultivos en
condiciones aerobias y anaerobias, diluciones seriadas, recuentos en agar BHI, aislamiento en
medios enriquecidos y selectivos, tincion de Gram e identificacion bioquimica mediante VITEK
2 Compact. Los aislamientos seleccionados se evaluaron mediante difusion en agar, y los indices
ecoldgicos se calcularon con Python. Se identificaron ocho morfotipos aerobios y dos anaerobios,
correspondientes estos Ultimos a Veillonella sp. y Fusobacterium necrophorum. Staphylococcus
representd el 53,3 % de las recuperaciones aerobias. Los indices de Shannon-Wiener (1,997),
Simpson complementario (0,853) y Pielou (0,960) evidenciaron diversidad y elevada equidad
entre los morfotipos aerobios. Las estimaciones en cultivos cuantificables oscilaron entre 20.000
y 1.740.000 UFC/mL. Los antibiogramas mostraron sensibilidad a amoxicilina/acido clavulanico
y ampicilina/sulbactam, con respuestas variables frente a los demds antibioticos. En resumen, la
fraccion cultivable presentd una comunidad polimicrobiana heterogénea, cuya caracterizacion
aporta una base para el manejo microbioldgico de la salud oral y destaca la importancia de

orientar el uso de antimicrobianos mediante pruebas de sensibilidad.

Palabras Claves: Carga Bacteriana Cultivable, Disbiosis Oral, Diversidad Bacteriana,

Microbiota Oral Canina, Resistencia Antimicrobiana.
ABSTRACT

Canine oral dysbiosis is associated with inflammation and periodontal deterioration; however,
information on culturable bacteria in shelter animals remains limited. This study aimed to
identify and quantify the culturable bacterial load in the oral cavity of dogs at Milagrinos Shelter
in Suba, Bogota D.C., and assess bacterial diversity, dominance, and antimicrobial susceptibility.
Oral swab samples were collected from 30 geriatric dogs with clinical signs consistent with
dysbiosis. Procedures included aerobic and anaerobic culture, serial dilutions, colony counts on

BHI agar, isolation using enriched and selective media, Gram staining, and biochemical



identification using VITEK 2 Compact. Selected isolates underwent agar diffusion susceptibility
testing, and ecological indices were calculated using Python. Eight aerobic and two anaerobic
morphotypes were identified, the latter corresponding to Veillonella sp. and Fusobacterium
necrophorum. Staphylococcus accounted for 53.3% of aerobic recoveries. The Shannon—Wiener
(1.997), complementary Simpson (0.853), and Pielou (0.960) indices indicated diversity and high
evenness among aerobic morphotypes. Estimates from quantifiable cultures ranged from 20,000
to 1,740,000 CFU/mL. Antimicrobial susceptibility tests showed susceptibility to
amoxicillin/clavulanic acid and ampicillin/sulbactam, with variable responses to the remaining
antibiotics. In conclusion, the culturable fraction comprised a heterogeneous polymicrobial
community. Its characterization provides a basis for the microbiological management of oral

health and highlights the importance of using susceptibility testing to guide antimicrobial use.

Keywords: Antimicrobial Resistance, Bacterial Diversity, Canine Oral Microbiota, Culturable

Bacterial Load, Oral Dysbiosis.
INTRODUCCION

Los animales mantienen una relaciéon permanente con comunidades de microorganismos que
colonizan distintas superficies y participan en su funcionamiento bioldgico. Estas comunidades
constituyen la microbiota, definida por Marchesi y Ravel (2015) como “el conjunto de
microorganismos presentes en un ambiente definido”, el concepto permite estudiar a los
microorganismos como integrantes de un sistema de interacciones entre poblaciones y con el
hospedero. Respecto a su origen, Cabrera y Monte (2024) situan la aparicion del término a
finales del siglo XIX y durante el siglo XX, su uso se vinculd progresivamente con los
microorganismos asociados al cuerpo humano. Tambien, conviene distinguir este antecedente
historico de las definiciones contemporaneas y evitar confundir microbiota con microbioma,
concepto que también incorpora el contexto ambiental de la comunidad (Marchesi & Ravel,

2015).

La importancia de la microbiota radica en las relaciones que forme con el hospedero (mutualista,
comensalista o parasitaria), la microbiota puede contribuir al mantenimiento de funciones
metabolicas como mejorar la absorcion de nutrientes e inmunologicas del hospedero como la
conservacion de las barreras mucosas y la resistencia a la colonizaciéon por microorganismos

potencialmente perjudiciales (Radaic & Kapila, 2021). Sin embargo, esto dependera del sitio



anatomico y de las interacciones establecidas, por lo que no deben atribuirse de forma idéntica a
todas las comunidades microbianas. En el caso de la cavidad oral, los microorganismos
residentes participan en la homeostasis local y ocupan nichos que pueden limitar el
establecimiento de otros organismos. En consecuencia, la presencia de bacterias no representa,

por si misma, una condicion patologica (Deo & Deshmukh, 2019; Radaic & Kapila, 2021).

En este contexto, aparece el termino de eubiosis, que se describe como una relacion de equilibrio
dindmico entre la comunidad microbiana, el ambiente y el hospedero, compatible con el
mantenimiento de la salud. Este equilibrio comprende las funciones y relaciones ecoldgicas de
los microorganismos, ademds de su composicion. No implica una comunidad inmovil ni la
eliminacion de todas las especies con potencial patdogeno, sino condiciones que permiten la
coexistencia microbiana y una respuesta del hospedero que limita el dafo, desde esta perspectiva,
la salud oral depende tanto de las caracteristicas de la comunidad como de los mecanismos que

regulan su interaccion con los tejidos (Radaic & Kapila, 2021).

Por otro lado, la disbiosis, corresponde a una alteracion de esa relacion, asociada con cambios
en la composicion, los cambios en la diversidad microbiana o las actividades de la comunidad
microbiana. En el ambiente oral, modificaciones de las condiciones locales pueden favorecer
poblaciones y funciones relacionadas con procesos inflamatorios. A su vez, la inflamacion
transforma el entorno y puede contribuir a mantener una comunidad alterada, estableciendo una
relacion de retroalimentacion entre microorganismos y hospedero (Radaic & Kapila, 2021). Por
ello, interpretar la disbiosis requiere considerar el contexto clinico y ecoldgico, en lugar de
reducirla a la presencia de una bacteria particular o a un aumento general del crecimiento

microbiano (Cunha et al. 2022).

En caninos, la cavidad oral comprende diversos habitats que ofrecen condiciones particulares
para la colonizacion, con diferencias significativas entre las comunidades de la placa
supragingival, las superficies mucosas y la saliva, demostrando que la microbiota oral no se
distribuye de manera homogénea. Por esta razon, el reconocimiento de estos nichos permite
comprender que las interacciones microbianas y sus posibles alteraciones deben analizarse en
relacién con el sitio donde ocurren Ruparell et al. (2020). Ademas, las alteraciones de la
microbiota oral pueden acompafiarse de procesos inflamatorios que afectan las encias y los

tejidos de soporte dental. Esto se debe a la acumulaciéon de biopelicula y la respuesta del



hospedero que participan en el desarrollo de la enfermedad periodontal, una condicion relevante
para la salud y el bienestar de estos animales (Santibanez et al. 2021; Cunha ef al. 2022). La
investigacion de las bacterias presentes en estas condiciones permite conocer que
microorganismos se recuperan de la cavidad oral y cuéles son sus caracteristicas. Para ello, la
identificacion bacteriana, la estimacion de la carga cultivable y la evaluacion de la sensibilidad
antimicrobiana aportan informacién para comprender el componente bacteriano asociado con

estas alteraciones.

En este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo identificar la carga bacteriana en la
cavidad oral de Canis lupus familiaris con disbiosis en el Refugio Milagrinos, ubicado en Suba,
Bogota D. C. La investigacion busca aportar informacion sobre las bacterias cultivables
presentes en estos animales y contribuir al conocimiento de la disbiosis oral en caninos de

refugio.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En clinica Veterinaria uno de los procedimientos de rutina més frecuentes es la realizacion de
profilaxis orales, principalmente caninos de razas pequeias que en grandes, esto debido a que
presentan menor tamafio en el hueso alveolar haciéndolos més propensos a tener un mal
alineamiento de los dientes stperos e inferos, también denominada maloclusion, facilitando un
apifiamiento de los dientes, lo que genera las grietas por donde se acumula la placa dental (Wallis
& Holcombe, 2020; Niemiec, 2021). A esto se suma el mal cuidado dental del propietario hacia
su mascota, que omite el cepillado de dientes o el uso de juguetes de autolimpieza, lo que
aumenta la atencién medica cuando se presentan ya los signos clinicos de una enfermedad
periodontal como inflamacién de las encias, placa dental, calculo dental y halitosis (Cunha et al.,

2022).
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Figura 1

Procedimiento clinico de profilaxis dental en un canino con enfermedad periodontal

Nota. Registro fotografico del procedimiento de profilaxis dental realizado a Tomoe, canino de raza pomerania de 10
afios de edad, con signos clinicos compatibles con enfermedad periodontal, caracterizados por inflamacion gingival,
presencia de calculo dental y alteracion de los tejidos periodontales. (A) Condicion de la cavidad oral previa a la
remocion del calculo dental. (B) Aspecto de la cavidad oral posterior al procedimiento de limpieza y profilaxis

dental. Fuente: Autoria Propia.

Las consecuencias son peores cuando el propietario decide ignorar las sefales como el mal
aliento (Halitosis) o la formacion de célculo dental en la base de los dientes. En la cavidad oral,
los cambios en las condiciones ambientales y en el pH pueden favorecer el desequilibrio de la
comunidad bacteriana y la proliferacion de microorganismos asociados con la disbiosis o
bacterias antagonistas. Sus componentes celulares y productos metabdlicos como
lipopolisacaridos, lipoproteinas y fragmentos de petidoglicano, son reconocidos por Receptores
de tipo Toll (TLR) presentes en las células epiteliales gingivales y en células inmunitarias como
macrofagos, neutrofilos y células dendriticas (Figura 2). Este reconocimiento activa vias de
sefalizacion inflamatoria que inducen la produccién de citocinas proinflamatorias, entre ellas 1L-
1B, IL-6, IL-8 y TNF-0, cuya funcién inicial es reclutar y activar células de defensa para

controlar la infeccion (Filippo et al. 2024). Sin embargo, cuando la disbiosis persiste y no se
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elimina el estimulo bacteriano, la respuesta inflamatoria se mantiene de forma prolongada,
favoreciendo el aumento del estrés celular, la degradacion de los tejidos periodontales y, en
etapas avanzadas, la perdida del soporte Oseo. Esta inflamacién cronica tambien se ha
relacionado con alteraciones sistémicas, debido a la posile diseminacion de microorganismos,
productos bacterianos y mediadores inflamatorioshacia otros tejidos, lo que ha llevado a estudiar
la asociacodn de la periodontitis con enfermedaddes sistémicas, incluidas algunas infecciones
respiratorias y determinados procesos neoplasicos, (Acuna & Barloy, 2020; Filippo et al. 2024;

Ohira et al. 2025).
Figura 2

Representacion esquematica de la disbiosis oral y la respuesta inflamatoria asociada en caninos.
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Nota. La figura representa de manera simplificada la progresion desde una condicion de disbiosis oral hacia un
estado inflamatorio persistente. (A) Canino con acumulacion de placa y calculo dental, asociados con alteraciones
del equilibrio microbiano de la cavidad oral. (B) Representa el predominio de bacterias oportunistas en el biofilm y
su interaccion con el epitelio gingival mediante receptores de reconocimiento de patrones, acompafiada de la
produccion de mediadores inflamatorios y la participacion de macréfagos residentes. (C) Se ilustra la persistencia
del desequilibrio bacteriano, el aumento de mediadores inflamatorios y la activacion del macréfago, asociados con

un mayor grado de inflamacion y alteracion de la integridad del epitelio gingival. Fuente: Autoria propia.

12



En resumen, la disbiosis oral constituye un problema de salud relevante en los caninos, debido a
su relacion con la inflamacién y el deterioro progresivo de los tejidos periodontales. Sin embargo,
ain existen vacios en el conocimiento sobre la composicion y estructura de las comunidades
bacterianas involucradas, ya que la cavidad oral alberga una microbiota compleja cuya
diversidad y abundancia pueden variar entre individuos, nichos orales y estados de salud
(Sturgeon et al, 2013; Ruparell et al, 2020). Este desconocimiento es particularmente
importante en poblaciones especificas, como los animales alojados en refugios, donde existe
poca informacidn sobre las bacterias cultivables presentes y su distribucion. Por ello, determinar
la composicion, diversidad y dominancia bacteriana permite generar una aproximacion al estado
microbiologico oral de estos animales y aportar informacion de base para comprender mejor su
posible participacion en la enfermedad periodontal (de Oliveira Tavares et al,, 2023). En este

contexto, se plantea la siguiente pregunta de investigacion;

(Cual es la diversidad y dominancia de las bacterias presentes en la mucosa oral de caninos en

el refugio Milagrinos?

JUSTIFICACION

La salud oral en caninos es un aspecto fundamental dentro de la medicina veterinaria pues esta
estrechamente relacionada con el bienestar general del animal. Se han encontrado que las
enfermedades periodontales son una de las patologias mas comunes en consulta médica,
especialmente en aquellos de razas pequenas, debido a su predisposicion anatomica a la
maloclusion y al apinamiento dental (Wallis & Holcombe, 2020). La acumulaciéon de placa
bacteriana y la formacion de célculo dental, agravadas por la falta de higiene oral, favorecen la
proliferacion de microorganismos patégenos que generan inflamacién crénica estando
relacionada con enfermedades sistémicas como infecciones respiratorias y neoplasias (Acuna &

Barloy, 2020; Ohira et al. 2025).

Para la investigacion se escogeran los caninos del refugio Milagrinos, Suba, Cundinamarca que
alberga una poblacion con diversos antecedentes de salud, condiciones de vida y cuidados
previos, lo que lo convierte en un escenario ideal para estudiar la carga bacteriana presente en la
cavidad oral de estos animales. A través de la caracterizacion de la diversidad y dominancia
bacteriana, este estudio contribuird a la comprension de la relacion entre la disbiosis oral y la

prevalencia de enfermedades periodontales en perros.
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Investigaciones previas, como el estudio de Dewhirst er al. (2012); han evidenciado la amplia
diversidad del microbioma oral canino y su marcada diferencia con el humano, resaltando la
necesidad de estudios especificos para esta especie. Por otro lado, el estudio de Guardone et al.
(2024); destaca la relevancia del microbioma en el desarrollo del cancer tanto en humanos como
en perros, lo que subraya la importancia de mantener un equilibrio microbiano en la cavidad oral
para prevenir patologias de mayor gravedad. En este sentido, el uso de probidticos representa una
alternativa prometedora frente al empleo de antibioticos en el tratamiento de la disbiosis oral,
retomando estudios como los de Xu ef al. (2019); que demostrd el impacto positivo del uso de
probidticos en la microbiota intestinal y su potencial para modular la respuesta inmune en
caninos gerontes, sugiriendo la posibilidad de estrategias terapéuticas innovadoras para el control

de enfermedades periodontales en perros.

Este trabajo de investigacion es relevante tanto en el d&mbito académico como en la practica
clinica veterinaria, ya que, aportara informacién valiosa sobre los microorganismos
predominantes en la cavidad oral de caninos con disbiosis, proporcionando bases cientificas para
el desarrollo de nuevas estrategias de prevencion y tratamiento de enfermedades periodontales.
Ademas, los hallazgos podrian tener implicaciones en la formulacién de protocolos de manejo y
bienestar animal en refugios, contribuyendo a mejorar la calidad de vida de estos animales y

reducir el impacto de enfermedades infecciosas en poblaciones vulnerables.

OBJETIVOS
General

Identificar la carga bacteriana en la cavidad oral en caninos con disbiosis del Refugio Milagrinos

Especificos
e Hallar dominancia y diversidad bacteriana en caninos con disbiosis oral
e Cuantificar la carga microbiana en caninos con disbiosis oral

e Determinar la resistencia a los antibidticos usados en medicina veterinaria que presenta la

carga microbiana antagonista.
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METODOS

Se realizé un muestreo en 30 caninos gerontes (promedio de edad 9 afios), mestizos y sin pedigri
conocido, pertenecientes al Refugio Milagrinos, con previo consentimiento informado de la
Fundacion, ubicados en la Zona veredal de Suba, en las inmediaciones de la Carrera 135 con
Calle 172, coordenadas exactas de Google Maps (4.781447, -74.105297). Para cada animal se
registraron datos fisioldgicos y anamnesis suministrada por la cuidadora del refugio (Anexo 1).
En cada canino se efectud la siguiente toma de muestra: utilizando un hisopo estéril, se obtuvo
una muestra de la mucosa oral en las zonas que presentaban signos clinicos compatibles con
disbiosis oral (sarro, gingivitis, presencia de calculos) (Anexo 2). La toma se realiz6 por
duplicado con el fin de recuperar bacterias cultivables bajo condiciones aerobias y anaerobias,
estos ultimos incubados en cdmara de anaerobiosis, las muestras se transportaron en una nevera
de icopor de 40 litros con pilas de refrigeracion para el transporte al laboratorio de la
Universidad Distrital, sede Macarena B con direccion Cra 3a #26b1, Bogota. Las placas de agar
sangre se incubaron a 37 °C durante cinco dias. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se
realizaron diluciones seriadas hasta 107 a partir del crecimiento obtenido, las cuales fueron
sembradas en medio enriquecido Infusion Cerebro Corazon (BHI) e incubadas a 37 °C durante
72 horas. Posteriormente, se efectud el recuento de colonias, la descripcion de los morfotipos
observados y el aislamiento de colonias representativas para la obtencidon de cultivos puros. El
aislamiento y purificacion de las cepas se emplearon medios selectivos como agar MacConkey
(MAC) y agar Manitol Salado (MSA), incubados a 37 °C durante 72 horas. En los casos en los
que no fue posible recuperar el crecimiento en medios selectivos, las colonias fueron reaisladas
en medios enriquecidos como agar sangre o BHI, debido a las exigencias nutricionales
observadas en algunos aislamientos. A las cepas aisladas se les realizo tincion de Gram y se
diligenci6 el formato disefiado por el semillero de microbiologia Aplicada (MICRAP) para ¢l
envid de las cepas al Laboratorio Urano Diagnostics Colombia S.A.S., donde se realizé la
identificacion bioquimica mediante el sistema Vitek 2 Compact (Anexo 4). Finalmente, las cepas
identificadas como bacterias oportunistas aerobicas fueron seleccionadas para pruebas de
sensibilidad antimicrobiana mediante antibiograma, utilizando antibioticos de uso frecuente en
medicina veterinaria. Para el analisis de los resultados se empled el lenguaje de programacion
Python, mediante el codigo descrito en el Anexo 5, esto con el fin de generar tablas, organizar los

recuentos bacterianos y calcular indices ecoldgicos de diversidad y dominancia a partir de los
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morfotipos bacterianos cultivables recuperados. La metodologia general empleada se resume en

la siguiente figura.
Figura 3

Diagrama de flujo de la metodologia utilizada en la investigacion

Se registraron dotos fisiolégicos y
ontecedentes clinicos de cada animal,
con informacion suministrada por la
cuidadora del refugio.

Se seleccionoren 30 caninos
gerontes, mestizos y sin pedigri
conocido, pertenecientes al
Refugio Milagrinos, con previo
consentimiente informode,

Se reglizd hisopado estéril de mucoso oralen
Zonos con signos compatibles con disbiosis
oral, come sarro, gingivitis y célculos.

MUESTREO

Las muestras fueron transportodas
en nevera de lcopor con pllas de
refrigeracién hasta el laboratorio
de la Universidad Distrital, sede

Los muestras fueron sembrodos
par duplicaido en agar sangre pora
recuperar baocterias cultivables
aaroblas y ancerobios,

Macarena B.

Les plocos de agar sangre
fueran incubadas a 37 °C

durante cinco dias bajo TRANSPORTE
cundic.ic:nliﬁ I.u-are:rbfu'.;-yj j Y CULTIVO
anaerobios. PRIMARIO

A partir del erecimianto abtenido se
realizaron diluciones serodas hasta 107
para focilitar el recuento y recuperacian

SUBCULTIVO bactariana
EN MEDIO
ENRIQUECIDO
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macrascdpica de log
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>

A E-I:ldl:l capa cisioda se je realizd tincion de Gram y se
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externo.

AISLAMIENTO Y
CARACTERIZACION

Los cepas fueron enviadas ol Loboratorio
Urono Diagnostics Colombia 5 A.5. para

identificacian mediante el sistema Vitek
2 Compact.

IFICACION
SIBILIDAD
ICROBIANA

" Las bacterias oportunistas identificadas fueron
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antimicrobiano con antibidticos de uso
veterinorio.

en Pyth ra generar: recusntos:
h:miunnﬁin?ﬁtmﬁgm '

ANALISIS DE
RESULTADOS

Nota. El diagrama resume las fases metodoldgicas desarrolladas en el estudio: Fase 1: Muestreo, que incluyo la
seleccion de la muestra, el registro clinico y la toma de muestra oral; Fase 2: Transporte y cultivo primario,
correspondiente al transporte de las muestras al laboratorio, la siembra primaria en agar sangre y la incubacion
inicial; Fase 3: Subcultivo en medio enriquecido, que comprendié las diluciones seriadas, la siembra en BHI y la
incubacion secundaria; Fase 4: Aislamiento y caracterizacion, en la cual se realizo el subcultivo en medios selectivos,
el aislamiento de colonias, el recuento, la descripcion de morfotipos y la tincion de Gram; Fase 5: Identificacion y
sensibilidad antimicrobiana, que incluyo6 la identificacion bioquimica mediante VITEK 2 Compact y el antibiograma;

y Fase 6: Analisis de resultados, donde se organizaron y analizaron los datos obtenidos. Fuente: Autoria propia.
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RESULTADOS
Identificar la carga bacteriana en la cavidad oral en caninos con disbiosis

La caracterizacion microscopica de los aislamientos evidencié una comunidad bacteriana
heterogénea en las muestras de cavidad oral de los caninos con disbiosis. Se reconocieron
diferentes morfologias celulares, principalmente formas cocoides, cocobacilares y bacilares
(Figura 4), acompafiadas de variaciones en su disposicion y respuesta a la tincion de Gram. La
presencia simultanea de morfotipos Gram positivos y Gram negativos reflejo la diversidad de

microorganismos recuperados durante el proceso de aislamiento microbiolédgico.

Figura 4
Identificacion morfologica microscdpica de los morfotipos bacterianos recuperados de cavidad

oral de caninos con disbiosis oral mediante tincion de Gram.

Nota. Microfotografias obtenidas mediante un microscopio Optico compuesto de campo claro Motic BA310E,

equipado con sistema 6ptico infinito con correccion de color (CCIS®), objetivos EC Plan Achromatic, condensador
Abbe N.A. 1,25 ¢ iluminacion transmitida. Las observaciones se realizaron con objetivo de inmersion en aceite de
100x y ocular de 10%, correspondiente a un aumento total de 1000%. Los paneles corresponden a los morfotipos
identificados: A) Acinetobacter Iwolffii; B) Staphylococcus sp.; C) Aerococcus viridans; D) Moraxella sp.; E)
Staphylococcus equorum; F) Staphylococcus epidermidis; G) Staphylococcus lugdunensis; H) Enterococcus faecium;

1) Veillonella sp.; J) Fusobacterium necrophorum. Fuente: Autoria propia.

La identificacion bacteriana mediante el sistema VITEK 2 permitié identificar diez morfotipos
bacterianos, correspondientes a microorganismos aerobios y anaerobios estrictos. La mayoria de

las identificaciones presentd niveles de confianza entre buenos y excelentes (Tabla 1), mientras
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que algunos aislamientos requirieron pruebas bioquimicas complementarias para apoyar su

clasificacion a nivel de género.

Tabla 1

Identificacion bacteriana de morfotipos recuperados de cavidad oral de caninos con disbiosis

oral mediante VITEK 2

morfol Aerobio Gram. Cocobacilos | Acinetobacter wolffii 99% Identificacion
negativo excelente
. - Pruebas adicionales | Confirmado por
morfo2 Aerobio Gram positivo | Cocos Staphylococcus sp. (CAT/OXIINDOL) | investigador
morfo3 Aerobio Gram positivo | Cocos Aerococcus viridans 98% Identificacion
excelente
. Gram Pruebas adicionales | Confirmado por
morfo4 Aerobio negativo Cocos Moraxella sp. (CAT/INDOL) | investigador
morfo5 Aerobio Gram positivo | Cocos Staphylococcus 97% Identificacion
equorum excelente
morfo6 Aerobio Gram positivo | Cocos Stqp hylo.c?ccus 91% Identificacion
epidermidis buena
morfo7 Aerobio Gram positivo | Cocos Staphy locqccus 90% Identificacion
lugdunensis buena
morfo8 Aerobio Gram positivo | Cocos Enterococcus faecium 98% Identificacion
excelente
morfod Anaerobio Gram Bacilos Fusobacterium 97% Identificacion
estricto negativo pleomorficos | necrophorum | excelente
morfol0 Ana.erob1o Gram. Cocos Veillonella sp. 87% Identificacion
estricto negativo aceptable

Nota. La tabla resume la identificacion de los morfotipos bacterianos recuperados de la cavidad oral de caninos con

disbiosis oral, se presenta la condicion de crecimiento, reaccion a la tincion de Gram, morfologia microscopica,

organismo identificado, probabilidad de identificacién y nivel de confianza del VITEK 2. Sin embargo, fue

necesario complementar la identificacion a nivel de género en algunos casos donde el VITEK no era capaz de

separar el genero, se emplearon pruebas bioquimicas convencionales: CAT (catalasa), OXI (oxidasa) e INDOL

(prueba de indol). Los resultados de estas pruebas fueron considerados junto con las caracteristicas morfologicas y

tintoriales de los aislamientos. Fuente: Autoria propia
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Hallar dominancia y diversidad bacteriana en caninos con disbiosis oral

La recuperacion de los morfotipos bacterianos mostré una distribucion heterogénea entre los

caninos evaluados, con diferencias tanto en el nimero de colonias como en los morfotipos

presentes en cada muestra.

Tabla 2

Recuperacion de morfotipos bacterianos en pacientes con carga microbiana cuantificable

1 Rayo 33; 11 Morfo 1 Morfo 6 Morfos 1y 6
2 Tasmania 83 Sin crecimiento Morfo 7 Morfo 7

3 Pomelo Incontable Sin crecimiento Morfos 5y 7 Morfos Sy 7
4 Arturo 33 Sin crecimiento Sin crecimiento Morfo 4

5 Mateo 5;8 Sin crecimiento Morfos 3y 8 Morfos 3y 8
6 Valito Incontable Morfo 1 Morfo 2 Morfos 1 y 2
7 Quinta Incontable Sin crecimiento Morfo 2 Morfo 2

9 Colombia Incontable Sin crecimiento Morfo 8 Morfo 8
13 Pocholo 2 Sin crecimiento Sin crecimiento Morfo 4
14 Negrusca 61;113 Sin crecimiento Morfos 2y 8 Morfos 2y 8
17 Merlin 152 Sin crecimiento Morfo 5 Morfo 5
18 Diogenes 69 Sin crecimiento Morfo 6 Morfo 6
19 Francisca Incontable Sin crecimiento Morfo 7 Morfo 7
21 Anakin 24 Sin crecimiento Morfo 3 Morfo 3
22 Piston 7; 46 Sin crecimiento Morfos 2y 6 Morfos 2y 6
23 Tarzan Incontable Sin crecimiento Morfos 2y 8 Morfos 2y 8
25 Paloma 18 Sin crecimiento Sin crecimiento Morfo 4
26 Toni x1 95 Morfo 1 Sin crecimiento Morfo 1
27 Laica 3 Sin crecimiento Sin crecimiento Morfo 4
28 Aurora 41; 128 Sin crecimiento Morfos 2y 6 Morfos 2y 6
29 Cepiar Incontable Sin crecimiento Morfo 2 Morfo 2
30 Ms Jonson 12 Sin crecimiento Sin crecimiento Morfo 4

Nota. La tabla resume las etapas de aislamiento y purificacion de los morfotipos bacterianos recuperados de

muestras de cavidad oral de caninos con disbiosis. El aislamiento primario se realizé mediante la siembra de 100 pL
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de la dilucion 1072 en agar BHI, a partir de la cual se efectud el conteo de las colonias desarrolladas. Cuando en una
misma placa se observaron dos morfotipos coloniales diferenciables, cada uno fue contabilizado de manera
independiente y los valores se presentan separados mediante punto y coma (;); por ejemplo, “33; 117 corresponde al
conteo independiente de 33 colonias de un morfotipo y 11 colonias de otro morfotipo presentes en la misma placa.
Posteriormente, las colonias diferenciadas fueron resembradas en agar MacConkey (MCA) y agar manitol salado
(MSA) para favorecer su separacion y obtencion como cultivos puros. Los morfotipos que no presentaron
crecimiento en estos medios fueron nuevamente sembrados en agar BHI para su recuperacion. “Sin crecimiento”
indica ausencia de desarrollo bacteriano en el medio correspondiente, mientras que “Incontable” indica crecimiento

abundante que impidio realizar un conteo confiable. Fuente: Autoria Propia

Tabla 3

Frecuencia e identificacion de morfotipos bacterianos recuperados en caninos con disbiosis oral

Morfo 2 Staphylococcus sp. 7 233
Morfo 4 Moraxella sp. 5 16,7
Morfo 8 Enterococcus faecium 4 13,3
Morfo 6 Staphylococcus epidermidis 4 13,3
Morfo 7 Staphylococcus lugdunensis 3 10,0
Morfo 1 Acinetobacter Iwoffii 3 10,0
Morfo 3 Aerococcus viridans 2 6,7
Morfo 5 Staphylococcus equorum 2 6,7

Nota. La frecuencia corresponde al nimero de veces que cada morfotipo fue recuperado durante el proceso de
aislamiento y los porcentajes fueron calculados con base en el total de morfotipos recuperados. Fuente Autoria

Propia.

Tabla 4

Indices ecologicos de diversidad y dominancia de morfotipos bacterianos recuperados

Riqueza Riqueza de morfotipos (S) 8,0
Diversidad Shannon-Wiener (H') 1,997
Diversidad/dominancia Simpson complementario (1-D) 0,853
Dominancia Berger-Parker 0,233
Equidad Pielou (J') 0,960

Nota. Los indices fueron calculados a partir de la frecuencia de los morfotipos bacterianos recuperados, la riqueza de

morfotipos corresponde al niimero total de morfotipos recuperados; Shannon-Wiener evalua la diversidad
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considerando riqueza y frecuencia; Simpson 1-D estima la diversidad considerando el peso de los morfotipos
dominantes; Berger-Parker indica la proporcion del morfotipo mas frecuente; y Pielou evaliia la equidad en la

distribucion de los morfotipos. Fuente Autoria Propia.

Tabla 5

Frecuencia y porcentaje de géneros bacterianos recuperados en caninos con disbiosis oral

Staphylococcus 16 53,3
Moraxella 5 16,7
Enterococcus 4 13,3
Acinetobacter 3 10,0
Aerococcus 2 6,7

Nota. La frecuencia corresponde al numero de recuperaciones registradas para cada género bacteriano durante el

aislamiento, los porcentajes se calcularon respecto al total de recuperaciones. Fuente Autoria Propia.

Tabla 6

Indices ecoldgicos de diversidad y dominancia por género bacteriano recuperado

Riqueza Riqueza de género (S) 5,0
Diversidad Shannon-Wiener (H') 1,313
Diversidad/dominancia Simpson complementario (1-D) 0,656
Dominancia Berger-Parker 0,533
Equidad Pielou (J') 0,816

Nota. Los indices fueron calculados a partir de la frecuencia de recuperacion de los géneros bacterianos aislados. La
riqueza (S) corresponde al nimero total de géneros recuperados; Shannon-Wiener (H’) y Simpson complementario
(1-D) estiman la diversidad, Berger-Parker expresa la dominancia del género mas frecuente y Pielou (J°) la equidad

en la distribucion de las recuperaciones.

Cuantificar la carga microbiana en caninos con disbiosis oral

La cuantificacion de la carga microbiana cultivable evidenci6 diferencias entre los caninos con

crecimiento cuantificable en agar BHI. Los valores estimados oscilaron entre 20.000 y 1.740.000
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UFC/mL (Tabla 7). Estos resultados muestran una variacion en la cantidad de bacterias

cultivables recuperadas entre los individuos analizados.

Tabla 7

Clasificacion general del crecimiento microbiano en agar BHI 107

Rayo 33; 11 44 440
Tasmania 83 83 830
Arturo 33 33 330
Mateo 5,8 13 130
Pocholo 2 2 20
Negrusca 61;113 174 | 1.740.000
Merlin 152 152 | 1.520.000
Diogenes 69 69 690
Anakin 24 24 240
Piston 7, 46 53 530
Paloma 18 18 180
Toni x1 95 95 950
Laica 3 3 30
Aurora 41; 128 169 | 1.690.000
Ms Jonson 12 12 120

Nota. La tabla presenta la carga microbiana cultivable estimada a partir del crecimiento obtenido en agar BHI
después de la siembra de 100 pL de la diluciéon 1073. Los valores de la columna “Conteo colonial en BHI 1073”
corresponden al numero de colonias observadas en cada placa. Cuando se diferenciaron dos morfotipos coloniales
en una misma muestra, sus conteos se registraron de manera independiente y se separaron mediante punto y coma (;)
posteriormente, ambos valores fueron sumados para obtener el nimero de colonias totales. La carga microbiana se
expreso en unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) y se calculd mediante la expresion UFC/mL =
colonias totales % 10.000, considerando el factor de dilucion y el volumen sembrado, en la tabla se incluyeron
Uunicamente los pacientes cuyo crecimiento permitié realizar un conteo; las muestras con crecimiento incontable

fueron excluidas del calculo cuantitativo. Fuente Autoria Propia.
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Determinar la resistencia a los antibidticos usados en medicina veterinaria

El perfil de sensibilidad antimicrobiana mostré variacion entre los aislamientos bacterianos
evaluados, todos presentaron sensibilidad frente a amoxicilina/acido clavuldnico y
ampicilina/sulbactam, mientras que las mayores diferencias se observaron frente a eritromicina,

meropenem y oxacilina.
Tabla 8

Interpretacion del perfil de sensibilidad antimicrobiana de aislamientos bacterianos recuperados

de cavidad oral canina

Amoxicilina/acido
clavulanico S S S S S S S S
(23,7/11,25) 30 pg
Ampicilina/sulbac
tam (10/10) 30 pg E E E E E E E E

Cefalexina 30 pg

Eritromicina 15
ng

‘ Meropenem 10 pg

Oxacilina 1 pg

Nota. La tabla presenta la interpretacion del perfil de sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos bacterianos
recuperados de cavidad oral canina frente a seis antibioticos evaluados mediante difusion en agar. La clasificacion se
establecio a partir de los diametros de los halos de inhibicion obtenidos para cada aislamiento. S = sensible; I =
intermedio; R = resistente. Los antimicrobianos evaluados fueron amoxicilina/acido clavulanico (30 pg),
ampicilina/sulbactam (30 pg), cefalexina (30 pg), eritromicina (15 pg), meropenem (10 pg) y oxacilina (1 pg).

Fuente: Autoria propia.

DISCUSION

Los resultados obtenidos permiten evidenciar que la cavidad oral de los caninos gerontes con
signos clinicos de disbiosis oral del Refugio Milagrinos  (Anexo 2), albergan una carga
bacteriana cultivable diversa, con presencia de morfotipos y géneros bacterianos asociados tanto
a microbiota oral como a microorganismos oportunistas. Este hallazgo se relaciona con lo

planteado en la justificacion, donde la enfermedad periodontal y la disbiosis oral se reconocen
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como procesos frecuentes en caninos, especialmente en animales adultos o gerontes, y con
posible impacto local, sistémico y sanitario. En este sentido, la identificacion bacteriana, la
estimacion de diversidad/dominancia, la cuantificacion de la carga microbiana y la evaluacion de
resistencia antimicrobiana permiten aproximarse al estado microbiologico oral de esta poblacion

vulnerable.

Diversidad y dominancia bacteriana en caninos con disbiosis oral

La evaluacion de la diversidad y dominancia bacteriana de los caninos del refugio con disbiosis
oral permitid reconocer una comunidad bacteriana cultivable heterogénea, conformada por
bacterias con dependencia de oxigeno “aerobios” y bacterias de crecimiento “anaerobio estricto”,
en la Tabla 1 se observa un predominio de bacterias aerobias Gram positivas, principalmente
cocos. Sin embargo, este resultado debe interpretarse considerando las limitaciones propias del
aislamiento por cultivo, especialmente en el caso de las bacterias anaerobias estrictas, las cuales
no solo requieren condiciones rigurosas de ausencia de oxigeno, sino también medios
enriquecidos y requerimientos nutricionales especificos que los medios selectivos empleados
pueden no suplir adecuadamente. Este aspecto resulta relevante porque gran parte de los estudios
actuales sobre microbiota oral canina se apoyan en herramientas moleculares, como la
secuenciacion del gen 16S rRNA o la metagenomica, debido a que permiten detectar
comunidades bacterianas amplias, incluyendo microorganismos de dificil cultivo o aun no
cultivables bajo condiciones convencionales (Sturgeon ef al., 2013; Santibafiez et al., 2021). Por
tanto, este trabajo aporta una aproximacion menos frecuente en los estudios recientes de
microbiota, al centrarse en la recuperacion de bacterias viables mediante cultivo, permitiendo no
solo identificar morfotipos bacterianos, sino también conservar los aislamientos en un cepario o
banco de cepas para analisis posteriores. Aun asi, el aislamiento por cultivo representa solo una
fraccion de la comunidad microbiana real, ya que una proporcion importante de los
microorganismos identificados por métodos genémicos ain no logra aislarse (Lin ef al., 2024),
en este sentido, la baja recuperacion de anaerobios no necesariamente indica una menor
presencia en la cavidad oral, sino posibles dificultades asociadas a su aislamiento, viabilidad y
mantenimiento en condiciones de laboratorio. En conjunto, la composicion bacteriana obtenida
sugiere que la disbiosis oral observada no estuvo asociada a un unico microorganismo, sino a una
comunidad bacteriana diversa, en la que coexistieron bacterias con distintos requerimientos

fisiologicos y metabdlicos.
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Este comportamiento es coherente con lo reportado para la cavidad oral canina, la cual se
considera un ecosistema microbiano complejo, estructurado por distintos nichos como saliva,
mucosa, lengua, placa supragingival y placa subgingival. Segin, Ruparell ef al. (2020); la placa
supragingival presenta mayor diversidad bacteriana que otros nichos orales, mientras que la
saliva muestra mayor variabilidad entre individuos, lo que demuestra que la composicion

bacteriana oral depende del sitio anatémico evaluado.

A nivel de morfotipos representados en la Tabla 4, los indices ecoldgicos obtenidos mostraron
una riqueza de S = 8, un indice de Shannon-Wiener de 1,997, un Simpson complementario de
0,853 y una equidad de Pielou de 0,960. Estos valores indican una comunidad cultivable con
diversidad moderada-alta y una distribucion relativamente equitativa entre los morfotipos
recuperados. Ademads, el indice de Berger-Parker de 0,233 muestra una baja dominancia
individual, ya que el morfotipo més frecuente de la Tabla 3 no concentré la mayoria de las
recuperaciones como se observa en la Tabla 2. Esta interpretacion coincide parcialmente con
estudios de microbioma oral canino en los que se ha descrito una alta diversidad bacteriana, con
presencia de multiples grupos taxondémicos y coexistencia de bacterias dominantes junto con
taxones de baja abundancia. Sturgeon et al. (2013); describieron mediante secuenciacion del gen
16S rRNA que la cavidad oral de perros sanos alberga una comunidad altamente diversa,
dominada por filos como Bacteroidetes, Proteobacteria, Firmicutes, Fusobacteria y
Spirochaetes, ademéas de una fraccion rara compuesta por numerosos taxones de baja

abundancia.

Sin embargo, al agrupar los aislamientos por género bacteriano, como se observa en la Tabla 5, y
evaluar sus indices ecologicos en la Tabla 6, la estructura comunitaria cambié de manera
importante. La riqueza disminuy6 de S = 8 morfotipos a S = 5 géneros, lo que indica que parte
de la diversidad observada inicialmente correspondia a morfotipos diferentes pertenecientes a un
mismo grupo taxondmico, esta reduccion fue especialmente evidente en Staphylococcus, género
que agrupé varios morfotipos y concentré 16 recuperaciones, equivalentes al 53,3 % del total.
En consecuencia, el indice de Shannon-Wiener disminuyé a 1,313, reflejando una menor
diversidad efectiva a nivel de género, mientras que el Simpson complementario (1-D) de 0,656
indic6 una diversidad moderada, pero con mayor peso de un género dominante. De forma

concordante, el indice de Berger-Parker aument6 a 0,533, lo que confirma que mas de la mitad
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de las recuperaciones correspondieron al género dominante. Aunque la equidad de Pielou fue de
0,816, valor que todavia sugiere cierta distribucion entre los géneros restantes, esta equidad fue

menor que la observada por morfotipos, debido al predominio de Staphylococcus.

Ademas, la dominancia de Staphylococcus debe interpretarse con precaucion, ya que los métodos
basados en cultivo favorecen la recuperacion de bacterias viables que logran crecer bajo las
condiciones empleadas, especialmente aerobias o anaerobias facultativas. En estudios
moleculares de disbiosis oral y enfermedad periodontal canina se ha reportado con frecuencia el
incremento de bacterias anaerobias o asociadas a ambientes inflamatorios, como Porphyromonas,
Fusobacterium, Bacteroides, Tannerella y otros grupos relacionados con enfermedad periodontal
(Santibaniez et al., 2021; Kislik et al., 2024). No obstante, De Oliveira Tavares y colaboradores
(2023) senalan que la enfermedad periodontal en perros se asocia con alteraciones de la
microbiota oral cultivable y que, durante su progresion, pueden cambiar las proporciones de
bacterias Gram positivas y Gram negativas, dependiendo del método y del sitio de muestreo. En
este contexto, la dominancia de Staphylococcus en la fraccion cultivable puede relacionarse con
la mayor recuperacién de bacterias aerobias o anaerobias facultativas bajo las condiciones de
cultivo empleadas, ya que este género ha sido mencionado dentro de los grupos Gram positivos
asociados a la cavidad oral de perros con enfermedad periodontal, junto con otros géneros como

Streptococcus, Corynebacterium, Actinomyces y Lactobacillus (Oliveira et al., 2016).

La recuperacion de Moraxella también resulta relevante, ya que, en estudios recientes, Moraxella
se ha descrito con frecuencia como parte de comunidades comensales o asociadas a estados de
salud oral en perros, junto con Caprnocytophaga y miembros de Neisseriaceae. Segun Yang y
Moon (2025) durante la transicion hacia disbiosis periodontal, puede ocurrir una pérdida de
géneros dominados por comensales como Moraxella, mientras aumentan bacterias anaerobias y
proteoliticas como Porphyromonas, Prevotella y Treponema. Por tanto, en tu estudio, la
presencia de Moraxella podria interpretarse mas como parte de la microbiota oral cultivable

acompafante, y no necesariamente como un marcador directo de disbiosis.

En cuanto al género de Enterococcus, la literatura lo toma como un microorganismo oportunista
en contextos periodontales. Oliveira y colaboradores (2016), investigaron enterococos
recuperados de mucosa oral en perros con enfermedad periodontal, y encontraron que estos

aislamientos podian presentar rasgos de virulencia, resistencia antimicrobiana y capacidad de
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formar biopelicula. Esto permite discutir que Enferococcus no necesariamente representa un
patogeno periodontal primario, pero si puede comportarse como un microorganismo oportunista
dentro de una comunidad oral alterada. Ademas, en humanos se ha descrito que los enterococos
pueden estar presentes de forma transitoria en la cavidad oral y que, especialmente E. faecalis,
seguido de E. faecium, podrian participar en la gravedad o progresion de la periodontitis cuando
existe un ambiente oral favorable (Bhardwaj ef al., 2020). Esto permite interpretar la
recuperacion de E. faecium como la presencia de una bacteria oportunista capaz de persistir en

condiciones de alteracion oral, méas que como un marcador principal de disbiosis periodontal.

En cuanto a la recuperacion de Acinetobacter esta debe interpretarse con cautela, debido a que la
evidencia especifica sobre su papel en disbiosis oral canina aun es limitada. No obstante, el
género ha sido detectado mediante secuenciacion en perros con periodontitis, lo que sugiere que
puede formar parte de la comunidad bacteriana presente en ambientes orales alterados
(Santibafiez et al., 2021). De igual manera, en literatura humana reciente se ha propuesto que 4.
baumannii puede comportarse como patdogeno orodental oportunista, asociado a condiciones
como periodontitis, caries, infecciones endodonticas y lesiones orales, principalmente por su
capacidad de adhesion, persistencia y formacion de biopeliculas en ambientes alterados (Girija,
2024). Aunque esta informacion no debe extrapolarse directamente a caninos ni a todas las
especies del género Acinetobacter, permite interpretar su recuperacion en este estudio como
parte de la comunidad cultivable oportunista, posiblemente favorecida por condiciones de

disbiosis oral, sin considerarlo un marcador periodontal principal.

Aunque Aerococcus no fue uno de los géneros mas frecuentes en el presente estudio, su
aislamiento permite compararlo con reportes veterinarios recientes que demuestran su presencia
en cavidad oral de perros y gatos. Razali ef al., (2023) identificaron A. viridans oral en animales
callejeros y, ademas, reportaron resistencia antimicrobiana en una proporcidon importante de los
aislamientos, lo que resalta su posible importancia como bacteria oportunista y de interés en
salud publica. Por tanto, la recuperacion de Aerococcus en este trabajo aporta a la diversidad
cultivable observada y sugiere que, aunque sea un componente minoritario, puede mantenerse en

ambientes orales y crecer bajo condiciones de cultivo enriquecidos.

En conjunto, los indices ecoldgicos evaluados permiten concluir que la comunidad bacteriana

cultivable recuperada de los caninos con disbiosis oral presenté una diversidad moderada-alta a
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nivel de morfotipos, pero una dominancia mas marcada cuando los aislamientos fueron
agrupados por género. Esta diferencia se explica porque varios morfotipos correspondieron a
Staphylococcus, género que concentrd el mayor numero de recuperaciones y elevo el indice de
Berger-Parker a nivel taxondémico. Sin embargo, la presencia de Moraxella, Enterococcus,
Acinetobacter y Aerococcus demuestra que la comunidad no estuvo compuesta por un unico
grupo bacteriano, sino por una estructura cultivable heterogénea, integrada por bacterias
dominantes, secundarias y minoritarias. Por tanto, la disbiosis oral observada puede interpretarse
como una alteraciéon comunitaria de la fraccion bacteriana cultivable, en la que coexistieron
microorganismos con diferentes requerimientos fisioldgicos, capacidades de persistencia y
posible comportamiento oportunista. No obstante, debido a las limitaciones propias del cultivo,
especialmente frente a bacterias anaerobias estrictas o de dificil recuperacion, estos resultados
deben entenderse como una aproximacion parcial a la microbiota oral cultivable y no como una

representacion completa del microbioma oral de los caninos evaluados.

Cuantificacion de la carga microbiana cultivable en caninos con disbiosis oral

La cuantificacion de la carga microbiana cultivable se presenta en la Tabla 7, donde se
incluyeron tnicamente los pacientes que tuvieron crecimiento cuantificable en agar BHI a partir
de la dilucion 1073. Los valores obtenidos estuvieron entre 20.000 UFC/mL y 1.740.000
UFC/mL, lo que muestra que no todos los caninos con disbiosis oral presentaron la misma carga
bacteriana recuperable. Esta diferencia entre pacientes era esperable, ya que la cavidad oral no es
un ambiente homogéneo y la cantidad de bacterias puede variar segin el sitio de muestreo, la
presencia de placa, calculo dental, inflamacion gingival y las condiciones propias de cada animal
(Ruparell et al., 2020; Santibaiez et al., 2021). Por esta razon, es esperable que la carga
cultivable no sea igual entre individuos, incluso si pertenecen al mismo refugio y tienen habitos

alimenticios similares.

De esta manera, la Tabla 7 permite evidenciar que la disbiosis oral no se manifestd con una carga
bacteriana homogénea en todos los caninos. Mas bien, los resultados muestran distintos niveles
de crecimiento cultivable, desde pacientes con cargas bajas hasta individuos con valores
superiores a 1.000.000 UFC/mL. Por tanto, la carga bacteriana recuperada parece estar mas
relacionada con las condiciones locales de la cavidad oral y con la fraccion de bacterias viables

capaces de crecer en agar BHI. Asi, este objetivo permiti6 evidenciar que la disbiosis oral no solo

29



implica la presencia de una comunidad bacteriana diversa, sino también diferencias importantes

en la cantidad de bacterias cultivables recuperadas entre los caninos evaluados.

Resistencia antimicrobiana de aislamientos bacterianos orales en caninos con disbiosis

Los resultados de la Tabla 8 muestran que los aislamientos bacterianos recuperados de la cavidad
oral canina con disbiosis presentaron perfiles diferentes de sensibilidad frente a los antibioticos
evaluados, se observa una buena respuesta frente a amoxicilina/acido clavulanico y
ampicilina/sulbactam, ya que todos los aislamientos fueron sensibles a estos dos antibidticos.
Esto indica que, dentro de las condiciones evaluadas, las combinaciones de betalactamicos con
inhibidores de betalactamasas conservaron actividad frente a la totalidad de los morfotipos
analizados. Este hallazgo es relevante porque la cavidad oral del perro constituye un ecosistema
microbiano complejo, compuesto por multiples géneros bacterianos que pueden comportarse
como comensales, oportunistas o potenciales agentes zoonoéticos dependiendo del estado del
hospedero, la condicion oral y la via de exposicion (Portilho ef al. 2023). Estudios
metagendémicos han demostrado que la cavidad oral canina alberga una alta diversidad bacteriana,
incluyendo géneros como Porphyromonas, Moraxella, Fusobacterium, Capnocytophaga,
Campylobacter, Staphylococcus, Pasteurella y Neisseria, algunos de ellos relacionados con
infecciones humanas posteriores a mordeduras, lamidos o contacto estrecho con mascotas
(Sturgeon et al., 2013; Portilho et al., 2023). En su matriz, Portilho reportan precisamente la
presencia de bacterias con potencial zoondtico y cepas multirresistentes en perros sanos, lo cual

refuerza la importancia de evaluar este riesgo en perros con disbiosis oral.

Sin embargo, el comportamiento cambia al evaluar cefalexina, eritromicina, meropenem Yy
oxacilina. En estos antibidticos se observa una respuesta mas variable, lo que permite identificar
aislamientos con mayor nivel de resistencia. El caso mdas evidente corresponde a Acinetobacter
Iwoffii, que fue resistente a cefalexina, meropenem y oxacilina, ademas de presentar sensibilidad
intermedia frente a eritromicina. Esto lo convierte en el aislamiento con el perfil menos favorable
dentro del grupo evaluado, debido a que no solo present6 resistencia a tres antibioticos, sino que

tampoco mostrd una respuesta completamente sensible frente a eritromicina.

Después de Acinetobacter Iwoffii, uno de los aislamientos con mayor relevancia fue Aerococcus
viridans, el cual present6 resistencia frente a eritromicina, meropenem y oxacilina. Aunque fue

sensible a amoxicilina/acido clavuldnico, ampicilina/sulbactam y cefalexina, su resistencia a tres
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antibioticos sugiere que este morfotipo también posee un perfil de interés dentro del analisis. En
este caso, la resistencia a eritromicina resulta importante porque no fue compartida por todos los

aislamientos, sino que aparecio de forma especifica en este microorganismo.

Caso similar se observd en Staphylococcus equorum, resistente a meropenem y oxacilina, y
sensibilidad intermedia frente a eritromicina, este resultado es interesante porque los otros
aislamientos del género, como Staphylococcus sp., Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus
lugdunensis, si resultaron sensibles a todos los antibidticos evaluados. Lo que indica la
susceptibilidad puede variar entre especies e incluso entre aislamientos de un mismo grupo

bacteriano.

Para el caso de Moraxella sp., se observd solo resistencia a meropenem y oxacilina, ubicandolo
como un aislamiento con resistencia moderada dentro del conjunto analizado. Por ultimo,
Enterococcus faecium presentd un perfil mayoritariamente sensible, con sensibilidad frente a

cinco de los seis antibidticos evaluados y una respuesta intermedia frente a eritromicina.

Estos resultados permiten pasar de una lectura individual de cada aislamiento a una
interpretacion general del comportamiento antimicrobiano observado. Aunque algunos
morfotipos presentaron resistencia puntual o sensibilidad intermedia frente a determinados
antibioticos, también se identifico un patron comun de sensibilidad frente a ciertas moléculas, lo
que permite discutir tanto las diferencias entre aislamientos como las posibles implicaciones

terapéuticas de estos hallazgos.

En este estudio, la sensibilidad observada frente a amoxicilina/acido clavulanico y
ampicilina/sulbactam en todas las cepas evaluadas permite argumentar que los betalactaimicos
combinados con inhibidores de betalactamasas conservan actividad in vitro frente a los
aislamientos analizados. Este resultado es importante porque estos antibidticos son de uso
frecuente en medicina veterinaria para procesos infecciosos orales, tejidos blandos y heridas
contaminadas, especialmente cuando se sospechan infecciones mixtas (Cunha et al. 2022; Volk
et al. 2025). Sin embargo, el hecho de que otras moléculas presenten resistencia en varias cepas
demuestra que no se debe asumir una respuesta homogénea de la microbiota oral canina,
especialmente en condiciones de disbiosis, por lo que el antibiograma sigue siendo necesario

para orientar el tratamiento y evitar el uso empirico indiscriminado de antimicrobianos.
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Por otro lado, la resistencia identificada frente a cefalexina en Acinetobacter Iwoffii tiene
importancia clinica y epidemioldgica, debido a que este microorganismo puede comportarse
como un patégeno oportunista en humanos, especialmente en individuos inmunosuprimidos,
hospitalizados, con heridas abiertas o con enfermedades de base. Aunque A. Iwoffii puede formar
parte de la microbiota de piel y mucosas, se han reportado cepas multirresistentes asociadas con
bacteriemia en pacientes inmunocomprometidos y catheterizados, lo que demuestra su capacidad
de producir infeccion bajo condiciones favorables para el microorganismo y desfavorables para
el hospedero (Tega et al. 2007; Wong et al. 2017). Aunque A. Iwoffii no se considera uno de los
principales patdgenos de la cavidad oral canina, su aislamiento en un canino con disbiosis oral y
su resistencia frente a varios antibioticos permiten discutirlo como un microorganismo de interés
en salud publica. Este hallazgo no implica que necesariamente produzca enfermedad tras el
contacto con el animal, pero si sugiere un riesgo potencial si ocurre inoculaciéon mediante
mordedura, lamido sobre heridas o exposicion de personas inmunosuprimidas. En este sentido, la
disbiosis oral no solo implica un cambio en la abundancia bacteriana, sino también una posible
modificacion en la composicion funcional de la comunidad microbiana, favoreciendo bacterias
oportunistas, persistentes o con perfiles de resistencia, coincidiendo con la idea de que los
cambios en la composicion y funcion del microbioma oral pueden alterar la relacion

microorganismo-hospedero y favorecer enfermedad local o sistémica (Radaic & Kapila, 2021).

También, los resultados de la eritromicina muestran un comportamiento variable: Aerococcus
viridans fue resistente, mientras que Staphylococcus equorum, Acinetobacter Iwolffii y
Enterococcus faecium, presentaron una respuesta intermedia, y las demads cepas fueron sensibles.
Este patron no dice que la susceptibilidad antimicrobiana depende del género bacteriano, de la
especie y de los mecanismos de resistencia propios de cada aislamiento, para el caso de los
macroélidos, como la eritromicina, la resistencia puede estar relacionada con modificacion del
sitio blanco ribosomal, principalmente por genes erm, o con mecanismos de eflujo, como genes
mef, lo que reduce la union o permanencia del antibidtico en la célula bacteriana (Fyfe et al,

2016; Schroeder & Stephens, 2016).

La resistencia hacia la oxacilina en la mayoria de los aislamientos es uno de los hallazgos mas
relevantes, se ha reportado que en estafilococos, la oxacilina se utiliza como marcador fenotipico

para sospechar resistencia a betalactimicos mediada por alteraciones en proteinas ligadoras de
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penicilina, especialmente PBP2a, codificada por el gen mecA; este mecanismo disminuye la
afinidad por los betalactdmicos y puede generar resistencia frente a penicilinas, cefalosporinas y
otros antibidticos de la misma familia. El Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
explica que la resistencia a oxacilina/meticilina en Staphylococcus aureus se asocia
principalmente con mecA, aunque también pueden existir otros mecanismos menos frecuentes
(Portilho et al. 2023; CDC, 2025). En este sentido, la resistencia observada en Staphylococcus
equorum 'y en uno de los aislamientos identificados como Staphylococcus sp. puede interpretarse
como una alerta de resistencia, pero no como confirmacion definitiva mediada por mecA/mecC.
Para confirmarlo, seria necesario realizar pruebas complementarias, como PCR para genes

mecA/mecC, deteccion de PBP2a o pruebas fenotipicas confirmatorias.

Finalmente, la resistencia observada frente a meropenem en cinco de las seis cepas debe
manejarse como un hallazgo de alerta, pero no como una afirmacion directa de produccion de
carbapenemasas. El meropenem pertenece a los carbapenémicos, un grupo de antibidticos
betalactamicos de amplio espectro usados principalmente en infecciones graves o complicadas,
especialmente cuando existen bacterias resistentes a otros betalactdmicos (Papp-Wallace et al.
2011). Por esta razon, la resistencia frente a meropenem tiene importancia epidemioldgica, ya
que puede sugerir mecanismos de resistencia relevantes, como disminucion de permeabilidad,
bombas de eflujo, alteracién de proteinas blanco o produccioén de enzimas tipo carbapenemasas;

sin embargo, estos mecanismos no pueden diferenciarse unicamente con el halo de inhibicion.

En resumen, se recomienda realizar una identificacion bacteriana y antibiograma antes de
instaurar tratamientos con antibioticos de amplio espectro en caninos con disbiosis oral,
especialmente cuando existen lesiones periodontales, heridas, abscesos, mordeduras o riesgo de
contacto con humanos vulnerables o inmunosuprimidos, debido a que la cavidad oral canina es
un ecosistema microbiano en donde pueden coexistir bacterias comensales, oportunistas y
microorganismos con potencial zoonoético, por lo que el uso empirico de antimicrobianos puede
favorecer fallas terapéuticas y seleccion de cepas resistentes. Los estudios de de Portilho et al.
(2023) y Sturgeon ef al. (2013) han demostrado que incluso perros sanos pueden portar bacterias
orales diversas, algunas asociadas a infecciones humanas por mordeduras o contacto estrecho.
Ademas, Santibafez et al. (2021) y Niemiec et al. (2022) describen que la enfermedad

periodontal canina se asocia con cambios en la composicion del microbioma oral, favoreciendo
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comunidades bacterianas relacionadas con inflamacion y enfermedad. Por tanto, antes de recetar
antibidticos de amplio espectro como betalactdmicos combinados, cefalosporinas, macrolidos o
carbapenémicos, el antibiograma permite seleccionar el farmaco mas adecuado, reducir el uso
innecesario de antimicrobianos y contribuir a una mejor vigilancia de la resistencia bacteriana

desde un enfoque de salud publica y medicina veterinaria.

Identificacion de la carga bacteriana cultivable en cavidad oral de caninos con disbiosis

La Tabla 1 presenta los morfotipos bacterianos aislados a partir de cavidad oral de caninos con
signos compatibles con disbiosis oral. Los aislamientos aerobios siguieron el procedimiento
descrito en la metodologia; sin embargo, para las bacterias anaerobias fue necesario realizar un
ajuste metodologico, debido a que no se obtuvo crecimiento representativo mediante el
procedimiento de diluciones seriadas ni en los medios selectivos o nutritivos empleados
inicialmente. Por esta razon, no fue posible continuar con la misma metodologia aplicada a los
aislamientos aerobios, y se optd por recuperar las cepas anaerobias mediante siembra directa en
agar sangre por estria de agotamiento, donde se obtuvieron seis cepas puras que fueron remitidas
para identificacion mediante VITEK 2. De estas, solo tres lograron ser identificadas,
correspondientes a dos aislamientos de Veillonella sp. y un aislamiento de Fusobacterium
necrophorum; las tres cepas restantes no fueron identificadas o presentaron baja reactividad
frente a la tarjeta ANC (Anexo 4). Esta limitacion es coherente con las exigencias técnicas de la
identificacion de anaerobios, ya que la tarjeta ANC requiere cultivos puros, condiciones
adecuadas de anaerobiosis y suficiente viabilidad bacteriana para generar un perfil bioquimico
interpretable; ademas, el sistema puede reportar perfiles de baja reactividad cuando el patron
metabolico no permite una identificacion confiable (Lee ef al., 2011). Por lo anterior, el analisis
de las bacterias anaerobias no incluyd conteo, cuantificacion ni calculo de indices de dominancia
o diversidad, y se interpretd Uinicamente desde la identificacion taxonomica de los aislamientos

recuperados.

Entre las identificaciones se reconoce una comunidad bacteriana cultivable heterogénea,
integrada por bacterias aerobias y anaerobias estrictas, con presencia de microorganismos Gram
positivos y Gram negativos. Dentro de los aislamientos aerobios predominé la recuperacion de
cocos Gram positivos, representados principalmente por el género Staphylococcus, ademas de

Aerococcus viridans y Enterococcus faecium. También, se identificaron bacterias Gram negativas
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aerobias, como Acinetobacter Iwoffii y Moraxella sp., mientras que en anaerobiosis se
recuperaron Fusobacterium necrophorum y Veillonella sp. Ahora bien, este resultado solo
representa una fraccion de la microbiota oral total, la cavidad oral canina contiene comunidades
bacterianas complejas, organizadas principalmente en biofilms, cuya composicion ha sido
descrita con mayor amplitud mediante estudios moleculares como la secuenciacion del gen 16S
rRNA; por ello, una parte importante de estos microorganismos puede no crecer facilmente bajo
condiciones convencionales de laboratorio, especialmente cuando se trata de bacterias anaerobias
estrictas o de crecimiento exigente (Santibanez et al., 2021; Davis & Weese, 2022; Morita ef al.,

2024).

Ahora, como grupo los estafilococos deben interpretarse como bacterias con doble
comportamiento (ecoldgico y clinico) estos pueden formar parte de la microbiota habitual de piel
y mucosas, pero también actuar como oportunistas cuando existen alteraciones tisulares,
inflamacion cronica, disrupcion de barreras o presion antimicrobiana. Hay evidencia en perros,
de diferentes especies de Staphylococcus relacionadas principalmente con infecciones cutaneas,
otitis, heridas, piodermas e infecciones oportunistas, esto se debe a su capacidad de formar
biofilm (Bertelloni et al., 2021; Oliveira et al., 2021). Asi pues, desde el enfoque One Health,
algunos estafilococos de origen canino pueden compartir nichos con humanos y circular entre
animales de compaiia, propietarios y personal veterinario, especialmente cuando presentan
resistencia antimicrobiana. Es por esta razén que, aunque los morfotipos estafilococicos
recuperados en este estudio no correspondan necesariamente a biomarcadores clasicos de
periodontitis canina, no deben considerarse como hallazgos irrelevantes dentro de una cavidad

oral con signos de disbiosis (Bertelloni ef al., 2021).

En el caso del morfo2, identificado como Staphylococcus sp. (Figura 2B), su interpretacion debe
mantenerse a nivel de género, debido a que no fue posible establecer una especie concreta. Esto
limita la inferencia clinica, ya que dentro del género existen especies con perfiles muy diferentes
de virulencia, resistencia y adaptacion al hospedero. Aun asi, su presencia en una muestra oral
con alteracion clinica puede asociarse con un comportamiento oportunista inespecifico,
probablemente favorecido por la disponibilidad de superficies para adherencia, placa bacteriana

y tejido inflamado. En este sentido, el aislamiento tiene valor como indicador de participacion
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estafilococica en la comunidad cultivable, pero no permite atribuir un riesgo patogénico

especifico sin identificaciéon molecular o confirmacion a especie.

Para el morfo5, identificado como Staphylococcus equorum (Figura 2E), esta especie se ha
reportado en animales y ambientes asociados a ellos, pero no se reconoce como uno de los
estafilococos caninos de mayor importancia clinica. Estudios recientes en caniformes, como
dingos en cautiverio, han descrito la presencia de S. equorum dentro del repertorio de
estafilococos colonizadores, y se han explorado caracteristicas gendmicas y de resistencia en
estos aislamientos. Sin embargo, en comparacion con especies como S. pseudintermedius, S.
aureus o S. epidermidis, su papel como patdgeno primario parece menos frecuente. Por tanto, en
este estudio puede interpretarse principalmente como un colonizador oportunista (Wigmore ef al.,

2024).

El morfo6, identificado como Staphylococcus epidermidis (Figura 2F), tiene una relevancia
mayor dentro del grupo, ya que esta especie es reconocida como un oportunista asociado a
biofilm (Burke et al., 2024). Aunque tradicionalmente se ha considerado un habitante comensal
de piel y mucosas, la literatura actual resalta que S. epidermidis puede adquirir importancia
clinica cuando coloniza tejidos alterados, superficies bioldgicas inflamadas o dispositivos,
debido a su capacidad de adherencia, persistencia y formaciéon de comunidades bacterianas
protegidas. En medicina veterinaria, los estafilococos coagulasa negativos han dejado de
interpretarse exclusivamente como contaminantes, pues pueden participar en infecciones
oportunistas y presentar genes asociados a virulencia o resistencia (Sigudu ef al., 2024). En el
contexto de una cavidad oral con disbiosis, S. epidermidis no debe plantearse como marcador
periodontal principal, pero si como un microorganismo capaz de persistir dentro del biofilm y

contribuir al mantenimiento de un microambiente inflamatorio cronico.

Para el morfo7, identificado como Staphylococcus lugdunensis (Figura 2G), aunque pertenece al
grupo de estafilococos coagulasa negativos (CoNS), se diferencia de otros porque puede
comportarse de manera mds agresiva y con un potencial invasivo mas cercano al de especies
patogenas, a S. lugdunensis Davis et al., (2013), lo describe como un comensal cutaneo con
capacidad de producir infecciones invasivas, incluyendo bacteriemia, infecciones
osteoarticulares y endocarditis. Ademas, analisis genémicos han mostrado que esta especie posee

determinantes asociados con adhesion, adquisicion de hierro y otros factores que podrian
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favorecer la colonizacion persistente e invasion tisular (Davis et al., 2013). En este estudio, su
presencia en una cavidad oral con inflamacién, sangrado gingival o lesiones compatibles con
disbiosis debe interpretarse como un hallazgo de interés, especialmente por su posible capacidad
de persistir en biofilm y, bajo condiciones desfavorables, actuar como oportunista con potencial

sistémico.

Para el morfotipo 4 identificado como Moraxella sp. (Figura 2D), se reporta que forma parte de
la microbiota oral habitual y se ha descrito dentro de comunidades bacterianas asociadas con
condiciones de homeostasis oral. De hecho, revisiones recientes sobre microbioma oral canino
indican que en animales sanos la comunidad oral puede estar dominada por bacterias aerobias y
facultativas como Moraxella, Capnocytophaga y miembros de la familia Neisseriaceae,
relacionadas con estabilidad ecoldgica, integridad epitelial y resistencia a la colonizacion (Yang
& Moon, 2025). Por lo que su deteccion en la cavidad oral no debe interpretarse
automaticamente como evidencia de enfermedad periodontal. No obstante, algunas especies,
como Moraxella canis, han sido reportadas en infecciones oportunistas, incluyendo aislamiento a
partir de ulcera corneal en un perro y casos humanos asociados a exposicion a saliva canina, lo
que sugiere que ciertos miembros del género pueden comportarse como oportunistas cuando
existen tejidos lesionados, inmunosupresion o exposicion directa por mordeduras o lamidos

(Wang et al., 2022).

En cuanto al morfo3, identificado como Aerococcus viridans (Figura 2C), su presencia en la
cavidad oral canina si esta reportada como un microorganismo oportunista, encontrandose en
ambientes mucosos de perros y gatos, en donde su importancia clinica aumenta cuando existen
lesiones, inflamacion persistente o alteracion de la barrera oral (Razali ef al., 2023). Por otro lado,
Liu et al, (2015), describe que los aerococos pueden ser subestimados por dificultades de
identificacion, ya que pueden confundirse fenotipicamente con estreptococos, estafilococos o
enterococos. Ademas, los 4. viridans se han asociado con infecciones humanas y veterinarias,
incluyendo cuadros sistémicos, mastitis bovina, infecciones en animales acudticos Yy

enfermedades en porcinos.

Dentro de los aislamientos Gram negativos, el morfol, identificado como Acinetobacter Iwolffii
(Figura 2A), constituye es un hallazgo de interés, esto debido al comportamiento oportunista.

Acinetobacter se reconoce por su importancia en infecciones asociadas al ambiente hospitalario y
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por su capacidad de adquirir resistencia antimicrobiana (Mitchell et al., 2018), tal como se
observa en la Tabla 8, ademas, se ha documentado su presencia en animales de compaiia. En
perros, Acinetobacter sp. puede mantenerse sobre la piel sana y actuar como reservorio potencial
de infeccion, lo que evidencia su capacidad de persistir en superficies corporales sin producir

enfermedad inmediata (Mitchell ef al., 2018).

Por otro lado, desde una perspectiva ecologica del biofilm oral, el morfol0, identificado como
Veillonella sp. (Figura 2I), adquiere relevancia por su posible participacion en la organizacion de
comunidades bacterianas mixtas. Este género estd conformado por cocos Gram negativos
anaerobios y ha sido descrito como un microorganismo capaz de favorecer la interaccion entre
diferentes bacterias orales. En particular, Veillonella puede actuar como una especie puente,
facilitando la coagregacion con microorganismos como estreptococos y fusobacterias. De esta
manera, puede contribuir al ensamblaje y maduracion de biopeliculas complejas dentro de la

cavidad oral (Zhou et al., 2021).

En el contexto de una muestra anaerobia obtenida de cavidad oral canina con signos de disbiosis,
la presencia de JVeillonella sp. resulta coherente con un biofilm mas estructurado y
metabolicamente activo, siendo que su importancia no radica tanto en considerarla un patéogeno
invasivo inicial, sino en su posible papel como soporte ecolégico de comunidades anaerobias,
permitiendo que otros microorganismos con mayor potencial inflamatorio o tisular persistan en
la cavidad oral. Ademas, aunque las infecciones invasivas por Veillonella son poco frecuentes, se
han descrito casos humanos de bacteriemia, endocarditis, osteomielitis e infecciones diseminadas,
lo que indica que puede comportarse como oportunista cuando existe ruptura de barreras

anatomicas o condiciones predisponentes (Richards et al., 2022).

Dentro de los aislamientos recuperados, Enterococcus faecium (Figura 2H), adquiere relevancia
no tanto por ser un taxon clasico de disbiosis oral canina, sino por su comportamiento como
microorganismo oportunista de importancia clinica. Segiin, Osman et al., (2022), los enterococos
pueden habitar mucosas y tractos gastrointestinales, pero bajo condiciones de inflamacion,
alteracion de barreras o presion antimicrobiana pueden adquirir un papel patogénico. En perros,
se han descrito enterococos en procesos como otitis, infecciones urinarias, septicemia y
enfermedad periodontal, ademds de reconocerse su importancia por la resistencia antimicrobiana

que pueden portar. Ademads, E. faecium posee caracteristicas que favorecen su permanencia en
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ambientes inflamados. Entre estas se destacan proteinas de adhesion, factores asociados a
superficie celular y la capacidad de formar biofilm, mecanismos que permiten su fijacion a
tejidos o superficies y aumentan su tolerancia frente a condiciones adversas. En una boca con
inflamacioén croénica, exposicion de matriz extracelular o dafio gingival, estas propiedades

podrian facilitar su permanencia dentro de comunidades bacterianas mixtas (Soares et al., 2014).

Por tultimo, entre los microorganismos anaerobios recuperados, Fusobacterium necrophorum
(Figura 2J), constituye uno de los hallazgos con mayor relevancia biologica dentro de la serie.
Su importancia se relaciona con el papel del género Fusobacterium en ambientes orales
inflamados y con su capacidad de participar en infecciones oportunistas profundas. En perros,
estudios recientes sobre microbiota oral han sefialado que especies del género, como
Fusobacterium nucleatum, se asocian de manera importante con gingivitis y periodontitis, lo que
respalda la afinidad de los fusobacterios por nichos periodontales alterados. Ademas, un estudio
en perros con periodontitis reportdé mayor presencia de F. necrophorum en enfermedad
periodontal avanzada y detecto el gen de leucotoxina en 11 de 18 aislamientos evaluados, lo que

refuerza su posible importancia en lesiones orales cronicas (Kwon et al., 2025).

Desde el punto de vista patogénico, F. necrophorum no debe interpretarse solo como un
anaerobio acompafante del biofilm, sino como un oportunista con repertorio de virulencia
relevante. Nagaraja y colaboradores (2025), describen que puede producir o expresar factores
como leucotoxina, endotoxina, hemolisina, hemaglutinina, adhesinas, proteasas y proteinas de
membrana externa, los cuales favorecen la evasion inmune, la adhesion tisular y la progresion de
infecciones mixtas. Dentro de estos factores, la leucotoxina se considera uno de los principales

determinantes de virulencia del microorganismo.

Por lo anterior, en una cavidad oral con inflamacién persistente, sangrado gingival o dafo
periodontal, la presencia de F. necrophorum resulta coherente con un ambiente anaerobio mas
agresivo y con mayor riesgo bioldgico. Aunque con los datos no se puede afirmar que el
aislamiento haya invadido tejidos profundos o generada infeccidon sistémica, si es valido
plantearlo como un microorganismo oportunista con capacidad potencial de persistir en el
biofilm, contribuir al dafio local y adquirir importancia clinica si se altera la barrera mucosa. Esta
interpretacion se refuerza porque F. necrophorum estd ampliamente descrito en infecciones

orofaringeas, bacteriemia y cuadros graves como el sindrome de Lemierre en humanos, ademas

39



de lesiones necrdticas y piogénicas en animales (Carrara ef al., 2024). En este estudio, por tanto,
F. necrophorum puede considerarse un aislamiento de alto interés dentro de la comunidad
cultivable oral. Su relevancia no depende Uinicamente de su presencia, sino de que fue recuperado
bajo condiciones anaerobias en una cavidad oral con disbiosis, lo cual es compatible con su

ecologia y con su potencial como patobionte oportunista en tejidos periodontales lesionados.

En sintesis, este estudio es importante porque permite reconocer la diversidad bacteriana
cultivable presente en la cavidad oral de caninos con disbiosis, cuantificar parte de su carga
microbiana y evaluar su respuesta frente a antibidticos de uso veterinario. Los aislamientos
obtenidos muestran que la disbiosis oral no corresponde a la presencia de un solo
microorganismo, sino a una comunidad bacteriana compleja donde participan colonizadores,
oportunistas y bacterias con potencial de persistencia en biofilm. Ademas, conservar estas cepas
en un cepario representa una herramienta clave para estudios posteriores, ya que permite realizar
confirmaciones moleculares, evaluar genes de virulencia, estudiar resistencia antimicrobiana y
analizar la capacidad de formacion de biofilm. Por ello, los resultados de este trabajo constituyen
una base microbioldgica inicial para comprender mejor la enfermedad oral en caninos del

Refugio Milagrinos y fortalecer futuras investigaciones en salud animal y enfoque One Health.

CONCLUSIONES

e Se concluye que la cavidad oral de los caninos con disbiosis del Refugio Milagrinos
presentd una carga bacteriana cultivable polimicrobiana y heterogénea, compuesta por
aerobios y anaerobios con distintos perfiles ecoldgicos y clinicos. En conjunto, los
resultados son mas compatibles con un ecosistema oral alterado que con la accion de un
solo agente causal.

e La diversidad bacteriana cultivable observada fue amplia, con recuperacion de diez
morfotipos y predominio de cocos Gram positivos aerobios, especialmente estafilococos,
lo que sugiere una dominancia de bacterias facultativas dentro de la fraccion cultivable.
Sin embargo, la diversidad y dominancia calculadas representan principalmente el
componente aerobio, ya que los anaerobios solo pudieron analizarse de manera parcial y
sin indices comparables.

e La cuantificacion permitid6 documentar la carga bacteriana cultivable en la fraccion

aerobia y confirmar colonizaciéon microbiana activa en cavidad oral disbidtica. Sin
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embargo, los valores obtenidos deben interpretarse como una aproximacion parcial, no
como una medida definitiva del ecosistema oral en disbiosis.

Para finalizar, el perfil de sensibilidad mostré6 que la comunidad bacteriana aislada no
tuvo una respuesta antimicrobiana uniforme, y que parte de las cepas presentd resistencia
a antibioticos evaluados. Esto indica que la microbiota cultivable asociada a disbiosis oral
puede actuar como reservorio de persistencia y de resistencia, por lo que no es
recomendable asumir tratamientos empiricos sin respaldo microbiologico, especialmente

en cuadros cronicos o recurrentes.

RECOMENDACIONES

Fortalecer la metodologia de recuperacion e identificacion de bacterias anaerobias, uso de
medios pre-reducidos, incubacidon mds prolongada y verificacion estricta de las
condiciones de anaerobiosis mediante indicadores. Esto permitiria mejorar la
recuperacion, aislamiento, cuantificacion y confirmacion taxondmica de este grupo
bacteriano en estudios posteriores. Ademas, de mejorar la coordinacion en el horario en
que se envian e ingresan las muestras al laboratorio para su andlisis con el Vitek.

Realizar pruebas de sensibilidad antimicrobiana especificas para las cepas anaerobias ya
aisladas, especialmente para Fusobacterium necrophorum y Veillonella sp., una vez se
optimicen las condiciones de recuperacion e inoculacion bajo anaerobiosis estricta. Esto
permitiria ampliar la interpretacion clinica de la carga bacteriana recuperada.

Conservar en el cepario institucional todas las cepas identificadas y no identificadas,
garantizando duplicados, rotulacién adecuada, metadatos completos del aislamiento y
controles peridodicos de viabilidad. Esta conservacion es importante para permitir
investigaciones posteriores sobre biofilm, factores de virulencia, genes de resistencia y
comparacion molecular de los aislamientos recuperados.

Ampliar el disefio experimental en futuras investigaciones, incluyendo un grupo control
de caninos sanos. Ademas, se recomienda complementar el cultivo con técnicas
moleculares como 16S rRNA o metagendmica, con el fin de comparar con mayor
precision la diversidad, dominancia, carga microbiana y perfiles de resistencia entre

animales sanos y con disbiosis oral.
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ANEXOS

Los anexos seran enviados como documentos complementarios con el numero de cada anexo

nombrado en el trabajo de investigacion.
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