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. INTRODUCCION

La gingivitis inducida por placa microbiana es la enfermedad periodontal mas
prevalente a nivel mundial, se caracteriza por la inflamacion de los tejidos que
rodean al diente sin producir pérdida de insercién periodontal (Albandar, 2002).
Es causada por la acumulacion de bacterias a nivel del margen gingival, aunque
la composicion de la microbiota asociada con la gingivitis difiere de aquella
encontrada en los pacientes sanos, no hay bacterias especificas que sean
patognomonicas de la enfermedad (Socransky, Haffajee, Cugini, Smith, & Kent,
1998). No obstante lo anterior, existen diferencias cualitativas entre la placa
bacteriana adyacente a sitios saludables versus sitios enfermos y entre la placa
bacteriana supragingival y la subgingival (R. Teles, Teles, Frias-Lopez, Paster,
& Haffajee, 2013). Ciertas especies bacterianas asociadas a la periodontitis
como Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y
Tannerella forsythia se encuentran también presentes en pacientes con
gingivitis, encontrandose en el biofilm microbiano desde temprana edad (S. M.
Lee et al, 2005; Morinushi, Lopatin, Van Poperin, & Ueda, 2000; Miiller,

Heinecke, Zéller, Fuhrmann, & Eger, 2001; Tanner, Maiden, Macuch, Murray, &

Kent, 1998).




Las medidas preventivas y/o terapéuticas que permitan facilitar o mejorar su
control son por lo tanto importantes, mucho mas si se considera que la gingivitis
y la periodontitis son consideradas parte de un proceso inflamatorio continuo

(Sanz et al., 2015).

El tratamiento de la gingivitis se ha basado en la implementacién de medidas de
control de placa microbiana, ejecutadas por los pacientes y el profesional
(Chapple et al., 2015). La terapia periodontal convencional logra disminuir de
manera importante la carga microbiana, sin embargo, esto puede ser solo
temporal ya que, las bacterias pueden recolonizar los nichos tratados en la
cavidad oral (Goodson, Tanner, McArdle, Dix, & Watanabe, 1991; Tennert et al.,
2014). En este contexto, es que ha emergido como una nueva estrategia de
tratamiento complementaria el uso de probidticos, los que poseerian
propiedades antibacterianas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras (Teughels,

Loozen, & Quirynen, 2011).

Los probidticos son microorganismos vivos que cuando son administrados en
cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del hospedero (OMS,
2006). Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus) estd dentro de las especies

probidticas mas estudiadas, existiendo estudios in vitro, que demuestran un




fuerte efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Streptococcus sobrinus,
Streptococcus  mutans, Porphyromonas  gingivalis (P. gingivalis) 'y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) en placas
de agar (Teanpaisan, Piwat, & Dahlén, 2011). Inhibiria ademas la accion de las
enzimas glicosiltransferasas impidiendo la sintesis de glucanos en la formacién

de la biopelicula microbiana (Meurman, 2005).

Como no existen estudios que determinen el efecto clinico y microbioldgico de
L. rhamnosus como coadyuvante en el tratamiento convencional de la gingivitis
y dado que en adolescentes y adultos jovenes se presenta una menor
prevalencia de periodontitis el propdsito del presente estudio es determinar las
diferencias clinicas y microbioldgicas en adolescentes y adultos-jévenes con
gingivitis al ser tratados con probidtico adjunto a la terapia convencional.

ASPECTOS TEORICOS

Etiologia de la Gingivitis

La gingivitis inducida por placa microbiana es una de las enfermedades
periodontales mas frecuentes y afecta a poblaciones dentadas de cualquier
edad (Eke et al., 2012). Los estudios de prevalencia en Chile han informado que

comienza a temprana a edad, a los 2 afios se reportd un 32,6%, a los 4 afios un




45%, a los 6 afios un 55,1% y a los 12 afios de edad un 66,9% (Soto & Jara,
2009; Soto & Tapia, 2007). Los estudios de prevalencia a nivel mundial indican
que es la enfermedad periodontal mas prevalente, aumenta con la edad y
habitualmente es mas afectado el sexo masculino (Elias-Boneta et al.,k 2017;
Idrees, Azzeghaiby, Hammad, & Kujan, 2014; Igic et al., 2012; Li et al., 2010;

Mostafa & El-Refai, 2018; Sreenivasan, Prasad, & Javali, 2016).

Comienza en el margen gingival y puede continuar afectando a los demas
tejidos del periodonto. Entre los cambios histopatolégicos se produce una
proliferacién del epitelio de unién a nivel del estrato basal, produciendo la
migracion celular lateral y apical, vasculitis de los vasos sanguineos adyacentes
al epitelio de union, progresiva destrucciéon de la red de fibras colagenas, con
cambio en los tipos de colageno, alteracion citopatolégica de los fibroblastos
residentes y un progresivo infiltrado celular inflamatorio (Armitage, 1995; Page

& Schroeder, 1976).

Se caracteriza clinicamente por presentar agrandamiento del contorno gingival
debido a edema, o fibrosis, cambio de color a rojo o rojo azulado (Polson &
Goodson, 1985), aumento en la temperatura del surco gingival, sangrado al

sondaje y elevacion en la cantidad de fluido gingival crevicular (Armitage, 1995).




Aungue la composicién de la microbiota asociada con la gingivitis inducida por
placa microbiana difiere de aquella encontrada en los pacientes sanos, no hay
bacterias especificas que sean patognomonicas de la enfermedad (Socransky
et al., 1998). No obstante lo anterior, existen diferencias cualitativas entre la
placa bacteriana adyacente a sitios saludables versus sitios enfermos y entre la
placa bacteriana supragingival y la subgingival (R. Teles et al., 2013). Los sitios
saludables son asociados con microbiota Gram positivo, con una
representacion importante de Streptococcus spp. y Actinomyces spp. (R. P.
Teles, Haffajee, & Socransky, 2006). La microbiota adyacente a los sitios
enfermos tiene una mas alta cantidad de bacilos Gram negativo y formas
moviles incluyendo espiroquetas, Fusobacterium nucleatum y Bacteroides

(Berezow, Berezow, Darveau, & Darveau, 2010).

La biopelicula o placa dental que se desarrolla en el surco gingival se encuentra
influida por la secrecion de fluido gingival crevicular. Socransky y cols (1998),
propusieron una clasificacion de los consorcios bacterianos en esta zona, con
un coédigo de colores. El complejo amarillo estd constituido por los
colonizadores pioneros, anaerobios facultativos y fermentadores, en su mayoria

Streptococcus spp. (S. mitis, S. oralis, S. sanguis, S. gordonii). Asociado a este




complejo, mediante coagregacion, se encuentra el complejo azul, constituido
por especies del género Actinomyces. El complejo purpura comprenderia las
especies Actinomyces odontolyticus y Veillonella péarvula, colonizadores
secundarios que se asocian a la biopelicula cuando disminuye el oxigeno
presente. El complejo verde estd compuesto de microorganismos anaerobios
como Capnocytophaga spp., Campylobacter concisus, Eikenella corrodens y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, todos caracteristicos de biopeliculas
maduras. El complejo naranja se caracteriza por la presencia de Fusobacterium
(F. nucleatum y F. periodonticum), Prevotella (P. intermedia, P. nigrescens) y
Peptostreptococcus micros, que hacen de puente entre las comunidades
pioneras (complejos amarillo, azul, purpura y verde) y microorganismos
patégenos. Asociados al complejo naranja se encuentran otras especies
caracteristicas de la placa subgingival como Synergistes, Eubacterium
nodatum, Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter
gracilis y Streptococcus constellatus. Es frecuente la aparicion de agrupaciones
bacterianas en forma de “mazorca” o “escobilla”. Finalmente, el complejo rojo
esta constituido por tres microorganismos anaerobios: Tannerella forsythia,
Porphyromonas gingivalis y Treponema denticola, los cuales se encuentran

enriquecidos en periodontitis, presentan capacidad de invasion de la mucosa y




se relacionan con la respuesta inflamatoria que se produce en esta patologia

(Socransky et al., 1998).

En los estudios de gingivitis experimental todos los participantes desarrollan
algin grado de inflamacién gingival en respuesta al acumulo de placa
microbiana, sin embargo la susceptibilidad a la gingivitis varia
considerablemente entre los participantes (Tatakis & Trombelli, 2004). Las
especies de Actinomyces 'y Streptococcus predominan en la placa supragingival
y subgingival junto a un aumento de las bacterias Gram negativo subgingivales
F. nucleatum, V. péarvula y especies de Treponemas (Haffajee, Teles, &
Socransky, 2006). De acuerdo a Moore (1987), la especie Actinomyces catalasa
positivo (usualmente A. viscosus Il y Actinomyces NV) aumentan cerca de dos
veces su cantidad en los pacientes que presentan gingivitis versus pacientes
sanos (Moore et al., 2016). De acuerdo a Teles (2013), entre las especies que
mas se asocian a la presencia de gingivitis se encuentran las especies de
Actinomyces, V. parvula (complejo purpura), C. gingivalis, C. ochracea, C.

sputigena (complejo verde), C. rectus, C. showae, F. nucleatum , P. nigresens,

entre otras (R. Teles et al., 2013).




De acuerdo a Kistler (2013), al utilizar métodos independientes de cultivos
microbiologicos (pirosecuenciacion plataforma 454), entre las especies mas
asociadas con gingivitis se encuentra al Fusobacterium nucleatum subsp.
polymorphum, Lachnospiraceae spp, Lautropia spp, y Prevotella oulorum
(Kistler, Booth, Bradshaw, & Wade, 2013). Huang (2011), utilizando la misma
tecnica encontré que los géneros mas asociados a la enfermedad fueron TM7,
Leptotrichia, Selenomonas, Streptococcus, Veillonella, Prevotella, Lautropia,

Haemophilus, Streptococcus 'y Fusobacterium (Huang et al., 2011).

De acuerdo a Socransky y Haffajee (2002), entre los colonizadores primarios en
la formacién de la placa microbiana se encuentran predominantemente
bacterias pertenecientes a los complejos azul, amarillo, verde y purpura, entre
ellos las especies de Actinomyces destacan en abundancia (Socransky &

Haffajee, 2002).

Ciertas especies bacterianas asociadas a la periodontitis como Porphyromonas
gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Tannerella forsythia se
encuentran también presentes en pacientes con gingivitis, encontrandose en el
biofilm microbiano desde temprana edad (S. M. Lee et al., 2005; Morinushi et

al., 2000; Mdiller et al., 2001; Tanner et al., 1998). Porphyromonas gingivalis es
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un bacilo corto, pleomérfico, Gram (-), anaerdbico, sin embargo puede
sobrevivir por un corto periodo de tiempo expuesto al aire. Posee una gran
cantidad de factores de virulencia, entre ellos, fimbrias, colagenasa, LPS,
endotoxinas, una enzima parecida a tripsina (TLE), keratinasa, hemolisinas,
fibrinolisinas, hialuronidasa, fosfatasa &acida y alcalina, capsula y otras
proteasas toxicas (Davey, 2006; Kadowaki et al., 2000). Tannerella forsythia es
un anaerobio estricto, de forma bacilar con puntas ahusadas (fusiformes), entre
los factores que facilitan su colonizacion se encuentra su capacidad de
adhesion a otras células, a componentes sanguineos y de la matriz extracelular,
la que estaria relacionada con la capa S de la capsula (Holt & Ebersole, 2005) y
con una proteina de superficie (proteina BspA) (O'Brien-Simpson, Veith,
Dashper, & Reynolds, 2004). Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un
bacilo Gram (-), microaerofilico, con formas cocoides que quedan en los
extremos, inmoviles. Posee multitud de componentes y sustancias que lo hacen
especialmente patégeno, pudiendo dafar y alterar el equilibrio del huésped. Es
capaz de adherirse a células, a bacterias, a componentes de la matriz
extracelular y a la saliva, mediante fimbrias, pili PilA, lipopolisacarido, proteinas
de la membrana externa (proteinas EmaA) y Aae, el polimero extracelular PGA
y vesiculas (Fine, Kaplan, Kachlany, & Schreiner, 2006). Estos

microorganismos han demostrado tener capacidad para colonizar nichos
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periodontales, permanecer en estos mediante diversos mecanismos como la
competencia con otras bacterias, mejor aprovechamiento de los nutrientes,
evasion de las defensas del huésped, invasion de los tejidos del huésped y

producir dafio tisular directo (Serrano, Sanz, Iniesta, & Herrera, 2008).

Las enfermedades periodontales en la actualidad son consideradas
enfermedades cronicas no transmisibles (Morales, Bravo, Baeza, Werlinger, &
Gamonal, 2016), su etiologia se encuentra relacionada con una disbiosis del
sistema (Hajishengallis, Darveau, & Curtis, 2012), donde la microbiota que
habitualmente se encuentra en un estado de simbiosis con el hospedero, sufre
cambios que altera el balance ecolégico y la homeostasis del sistema,
transformandola en una microbiota disbidtica (Sebastian Domingo & Sanchez
Sanchez, 2018). Se entiende por disbiosis a la pérdida de equilibrio entre las
células de un organismo humano y las células bacterianas (microbianas en

general) que lo habitan (Korecka & Arulampalam, 2012).

El tratamiento de la enfermedad se basa en crear e implementar un programa
de control de placa microbiana (instruccién de higiene oral) y el debridamiento
de las superficies (destartraje supragingival y pulido coronario) (Sculean et al.,

2004), ademas de la eliminacion de factores modificadores locales.
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Normalmente para ello se utilizan instrumentos mecanicos, sonicos y
ultrasonicos (Drisko et al., 2000; Heitz-Mayfield & Lang, 2013). Con estas
acciones se busca disminuir la carga microbiana con el fin de restablecer la
salud periodontal. El tratamiento y control de la gingivitis es un tema muy
relevante ya que es considerada como un requisito para el subsecuente
desarrollo de la periodontitis (Tonetti, Chapple, Jepsen, & Sanz, 2015).
Lamentablemente después de la terapia se ha comprobado que las bacterias
pueden recolonizar los sitios periodontales en un corto plazo (Goodson et al.,

1991; Tennert et al., 2014).

En este contexto, es que ha emergido como una nueva estrategia de
tratamiento complementaria, el uso de probidticos, los que poseerian

propiedades antibacterianas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras (Teughels

et al., 2011).
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Probidticos y su uso en el Tratamiento de las Enfermedades Periodontales

Hipocrates (460 a.C - 377 a.C), el médico griego considerado como el creador
de la verdadera Medicina, decia: “Haz que tus alimentos sean tus medicinas y
que tus medicinas sean tus alimentos”. Elie Metchnikoff (1845-1916) fue un
zoodlogo y microbidlogo ruso, Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en 1908, en
la dltima década de su vida fijé su atencién en una poblacién de Bulgaria donde
existia un increible nimero de personas ancianas (centenarias) a pesar de ser
uno de los paises mas pobres. Detectd que las personas de Bulgaria
consumian grandes cantidades de yogurt que contenian bacterias fermentantes
lacticas. Metchnikoff logré aislar la bacteria responsable de la produccién del
yogurt y la utiliz6 para sus investigaciones cimentando los inicios de la
probidtica. Metchnikoff se volvié un firme defensor del concepto que la dieta
puede proteger el cuerpo de la invasién de patégenos y en consecuencia
mejorar y prolongar la vida. Fue la primera persona en desarrollar un preparado
terapéutico utilizando Lactobacillus spp. en forma de capsula para ingerir

oralmente denominado Lactobacillin.

En 1965, Lilly y Stillwell utilizaron por primera vez el término probiético, para

nombrar a los productos de la fermentacion géastrica. Esta palabra se deriva de
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los vocablos, del latin “pro” que significa por o a favor de, y del griego “bios” que

significa vida (Lilly & Stillwell, 1965).

En el 1989, R. Fuller definié a los probidticos como: “aquellos microorganismos
vivos, principalmente bacterias y levaduras, que son agregados como
suplemento en la dieta y que afectan en forma beneficiosa al desarrollo de la

flora microbiana en el intestino” (Fuller, 1989).

En el afo 1998 el "ILSI" (International Life Science Institute) definid a los
probidticos como: “microorganismos vivos, que cuando son ingeridos en
cantidades suficientes, tienen efectos beneficiosos para la salud, lo que va mas
alla de los efectos nutricionales convencionales, afectan beneficiosamente a
una o varias funciones del organismo, proporcionan un mejor estado de salud y
bienestar y/o reducen el riesgo de enfermar. Pueden ser funcionales para la

poblacién general o para grupos particulares de la misma (Roberfroid, 2000).

El término probidtico fue adoptado en el 2003, microorganismos vivos que
cuando son administrados en una cantidad adecuada le otorgan beneficios a los
pacientes. Cientificos japoneses han observado que microorganismos

inactivados o sus componentes celulares pueden también ejercer efectos
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benéficos sobre la salud humana, tales resultados han ampliado el concepto de
probiéticos, eliminando el hecho de que los microorganismos tengan que estar

vivos en su administracion (Meurman, 2005).

En las aplicaciones gastrointestinales ha sido recomendado que los probidticos
sean combinados con prebidticos. Las especies de probidticos pertenecen

principalmente a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium.

Es esencial para los microorganismos el resistir las condiciones del medio
ambiente oral y los mecanismos de defensa, deben ser capaces de adherirse a
superficies cubiertas por saliva, colonizar y crecer en la boca y habitar con
patdgenos orales. Los probidticos en la salud oral han sido evaluados
primariamente en el manejo de la caries dental (Ahola et al., 2002; Caglar,

Kavaloglu Cildir, Ergeneli, Sandalli, & Twetman, 2009; Rodriguez et al., 2016).

Lactobacillus rhamnosus GG fue aislada en 1983 del tracto gastrointestinal de
un individuo sano; descrita por Gorbach y Goldin (de cuyas iniciales se origin
su denominacion) y patentada en 1985 (Gorbach, 1996). Esta cepa esta
registrada en la American Type Culture Collection (ATCC) con el numero

53103. Lactobacillus rhamnosus GG fue clasificado originalmente como L.
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acidophilus, posteriormente como L. casei y finalmente como L. rhamnosus
cuando se describi6 la totalidad de su genoma (Brunser T, 2013). Goldin y
colaboradores demostraron que Lactobacillus rhamnosus GG sobrevivia el paso
a lo largo del tubo digestivo (Alander et al., 1999), persistia por cuatro dias en
las heces del 87% de los voluntarios que lo habian ingerido y era detectable en
el 33% de ellos hasta los siete dias (Majamaa, Isolauri, Saxelin, & Vesikari,
1995). Es uno de los probidticos mas frecuentemente utilizados a la fecha, sin
embargo, se ha reportado que es incapaz de establecerse como residente
permanente en la cavidad oral (Segers & Lebeer, 2014). No obstante aquello,
existe evidencia que sugiere que si el probidtico es consumido en forma regular,
puede llegar a establecerse por periodos de tiempo prolongados y asi lograr
ejercer efectos mantenidos (Meurman, 2005; Yli-Knuuttila, Snall, Kari, &

Meurman, 2006).

Teughels y cols. (2007) describieron que la aplicacion de bacterias benéficas en
perros Beagle después de la terapia periodontal no quirlrgica, retardaba la
recolonizacion de microorganismos patdgenos y reducia la inflamacién de los
tejidos periodontales (Teughels et al., 2007). Estudios en humanos con
periodontitis encontraron una reduccién en el sangrado al sondaje, indice de

placa e indice gingival después de la aplicacion de probidticos (Meurman, 2005:
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Yli-Knuuttila et al., 2006). Otros estudios no han encontrado efectos clinicos de
los probidticos en la enfermedad periodontal (Iniesta et al., 2012; J.-K. Lee, Kim,
Ko, Ouwehand, & Ma, 2015). La mayoria de estos estudios han sido llevados a
cabo en individuos con una biopelicula dental ya establecida, lo que hace dificil
que las bacterias probidticas puedan incorporarse y modificarla (Socransky &
Haffajee, 2002). Como es sabido, los antibidticos son mas efectivos cuando la
biopelicula ha sido desorganizada, de la misma forma sucederia con los

probidticos.

Se han propuesto algunos mecanismos de accion de los probidticos a nivel oral,
entre ellos es posible mencionar, interacciones directas en la biopelicula dental
a través de acciones en la formacién de ésta, en el metabolismo de sustratos y
produccién de sustancias antimicrobianas, asi como acciones indirectas,
pudiendo actuar como moduladores del sistema inmune, tener efecto sobre
mecanismos de defensa no inmunoldgicos, en la regulacién de la permeabilidad
de las mucosas, y a través de la generacion de una presion en el desarrollo de

microbiota oral a través de la colonizacién de especies menos patogénicas

(Saha, Tomaro-Duchesneau, Tabrizian, & Prakash, 2012).
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A nivel periodontal se ha estudiado el efecto de los probidticos en Ia
periodontitis con el objetivo de subsanar las limitaciones de la terapia no
quirdrgica y el uso de antibiéticos. Se reporté un mayor aumento en los niveles
de insercion clinica y una mayor disminucién de la profundidad de sondaje,
indice gingival, indice de placa, indice de sangrado al sondaje y conteo de P.
gingivalis, A. actinomycetemcomitans y P. intermedia en los pacientes a los que
se le administr6 comprimidos de disolucidn oral de Lactobacillus reuteri en
conjunto con el pulido coronario y radicular versus el placebo (Tekce et al.,
2015). Resultados sirﬁilares en la profundidad de sondaje, indice de placa y
presencia de patégenos periodontales se reporté en pacientes fumadores con
periodontitis crénica a los que se le administré6 comprimidos de disolucion oral
de Lactobacillus salivarius (Mayanagi et al., 2009). En el grupo que recibi6
comprimidos de disoluciéon oral de L. reuteri sin pulido y alisado radicular, se
presentdé una mayor disminucién de la profundidad al sondaje, indice de placa e
indice de sangrado, versus el placebo (Vicario, Santos, Violant, Nart, & Giner,
2013). Ademas se observé una disminucién del volumen del fluido gingival
crevicular, TNF- a, IL-6 e IL-8 en el grupo experimental de goma de mascar con
L. reuteri al ser comparado con la medicion basal (Twetman et al., 2009). En el
grupo de L. salivarius, se observé una disminucion en los niveles de lactoferrina

salival en individuos fumadores al ser comparados con los del grupo control
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(Shimauchi et al., 2008). No se reportaron efectos adversos en la administracién
de L. reuteri (Vicario et al., 2013) ni L. salivarius (Mayanagi et al., 2009).
Ademas existe evidencia que la administracién de probiéticos tiene efectos en

la respuesta inmune mediada por Th17 y Treg en enfermedades asociadas a su

desbalance (Dar et al., 2018).
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Enfermedad Periodontal y uso de Probiéticos: Revisiones Sistematicas

Existen pocas revisiones sistemdticas sobre el tema, entre ellas es posible
mencionar a Teughels (2011) quien sefiala que los probidticos tienen un efecto
positivo al disminuir la microbiota patdgena oral, y un efecto mas limitado sobre

los indices periodontales (Teughels et al., 2011).

Yanine y cols (2013), menciona que la efectividad de los probidticos en la
prevencion y tratamiento de las enfermedades periodontales es cuestionable ya
que existe insuficiente nivel de evidencia que sustente el hecho que la ingesta
sistematica de probidticos beneficie a los pacientes con enfermedad periodontal

(Yanine et al., 2013).

Saha y cols (2012), menciona que una formulacién especifica de probidticos
deberia servir como una estrategia preventiva o de tratamiento de las
enfermedades periodontales, entendiendo que el rol de la microbiota bucal es
clave en el desarrollo de las enfermedades dentales. Sin embargo
investigaciones que traten sobre la eficacia clinica, optimizacién de la dosis,

mecanismos de accién y otros parametros relacionados son aln insuficientes

(Saha et al., 2012).




21

Meurman y cols (2005), menciona que los datos sobre el efecto de los
probidticos en la cavidad oral son aun escasos. Dado que los problemas sobre
la resistencia a los antibiéticos sigue aumentando en la poblacién el concepto

de terapia probidtica es interesante y pertinente (Riccia et al., 2007).

Tonetti y cols (2011), en la publicacion que resume el consenso del 7°
Workshop Europec de Periodontologia concluye que los probiéticos tienen el
potencial de modificar, al menos en corto plazo la microbiota oral ya sea a
traves de interacciones microbioldgicas directas o a través de la modulacion del
sistema inmune. Los beneficios clinicos aun no han sido demostrados (Tonetti &

Chapple, 2011).

Los ensayos clinicos aleatorizados disponibles que tratan sobre el efecto de los
probidticos sobre la enfermedad periodontal demuestran en general un efecto
favorable de los mismos en la prevalencia y progresién de la enfermedad
periodontal (Harini & Anegundi, 2010; lerardo et al., 2010; Iniesta et al., 2012;
Karuppaiah et al., 2013; Nadkerny, Ravishankar, Pramod, Agarwal, & Bhandari,

2015; Purunaik, Thippeswamy, & Chavan, 2014; Shimauchi et al., 2008; Slawik
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et al., 2011; Staab, Eick, Knofler, & Jentsch, 2009; Teughels et al., 2013;

Toiviainen et al., 2015; Twetman et al., 2009).
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Relevancia del Problema

La determinacion de los cambios clinicos y microbiolégicos en los pacientes con
gingivitis tratados con probiéticos es relevante ya que permitira conocer el real
efecto de las bacterias benéficas en los pacientes que presentan esta patologia.
Cualquier terapia complementaria que se logre implementar y que logre
controlar esta enfermedad con alta prevalencia en la poblacién puede
convertirse en una importante medida de salud publica. Los alcances del efecto
de los probidticos en la promocion, prevencién y/o tratamiento de las
enfermedades periodontales puede dar luces sobre su posible aplicacion en

otras enfermedades de naturaleza inmunoinflamatoria similar.
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. HIPOTESIS

La aplicacion del probidtico Lactobacillus rhamnosus como adjunto en la terapia
periodontal convencional en pacientes adolescentes y adultos-jévenes con
gingivitis produce una disminucidn en las caracteristicas clinicas periodontales
(indice gingival, indice de placa microbiana, indice de sangrado al sondaje,
profundidad de sondaje y nivel de insercién clinico) y menores cantidades de P.

gingivalis (Pg), A. actinomycetemcomitans (Aa) y T. forsythia (Tf).
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. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto del uso de Lactobacillus rhamnosus en los parametros clinicos
(indice de placa bacteriana, indice gingival, indice de sangrado al sondaje,
profundidad de sondaje y nivel de insercién clinico) y recuento microbiano de P.
gingivalis (Pg), A. actinomycetemcomitans (Aa) y T. forsythia (T en
adolescentes y adultos-jévenes con gingivitis tratados con terapia periodontal
convencional versus terapia periodontal convencional y probidtico de

Lactobacillus rhamnosus comparado con placebo.
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Objetivos Especificos

1. Determinar las caracteristicas clinicas periodontales (indice de placa
bacteriana, indice gingival, indice de sangrado, profundidad de sondaje vy
nivel de insercion clinico) en pacientes adolescentes y adultos jévenes con
gingivitis tratados con terapia periodontal convencional y adjunto de

Lactobacillus rhamnosus o Placebo a los 0, 3 y 6 meses.

2. Determinar la cantidad de P. gingivalis (Pg), A. actinomycetemcomitans
(Aa), T. forsythia (Tf) en pacientes adolescentes y adultos jévenes con
gingivitis tratados con terapia periodontal convencional y adjunto de

Lactobacillus rhamnosus o Placebo a los 0, 3 y 6 meses.

3. Comparar los parametros clinicos y recuento microbiano a los tiempos 0,3 y

6 meses en grupo experimental y control.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Ensayo clinico aleatorizado doble ciego (de disefio paralelo, aleatorizado,
enmascarado y con control mediante placebo) que evaludé el efecto del
probidtico Lactobacillus rhamnosus SP1 (Sacco, S.R.L, ltalia) como adjunto al
tratamiento periodontal convencional de pacientes con gingivitis. Registro en

Clinical Trials NCT02801773.

Universo

Se constituyé por adolescentes y adultos jovenes que asistian a Pre-
universitario, estudiantes de odontologia o sujetos que asistian a Unidad de
Diagnostico y Admisién de la Facultad de Odontologia de la Universidad de

Chile y que cumplieron con los criterios de inclusion. Sin diferencias de sexo o

etnia.
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Muestra

El tamario muestral (Camacho-Sandoval J, 2008) fue calculado considerando:
Diferencia (d) > 1 % entre los grupos para cambios en el promedio del IG e IS.
Desviacion estandar (S) de 1 %.

a = 0,05.

Poder estadistico (1- B) = 80 %

Za= 1,960
n=2(Zq+23)?*S2
Zp= 0,842
d2
S=1
d=1

El tamafio de cada grupo fue de 15 individuos.

Al considerar pérdida de un 15 %, se ajusté el tamafio muestral:

n=15 N ajustado=n* (1/1-R)

R=0,15

Luego de ser ajustado, el tamafio muestral de cada grupo fue de 18 individuos.
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Criterios de inclusion
* 15 a 28 afos de edad.
e Con diagnoéstico de gingivitis (indice gingival > 1,3 en mas del 10% de los

sitios examinados).

Criterios de exclusién

o Pérdida de insercién interproximal >3 mm en >2 dientes no adyacentes
(Tonetti, Claffey, European Workshop in Periodontology group C, 2005).

e Lesiones de caries y/o restauraciones defectuosas.

» En tratamiento odontolégico de ortodoncia o periodontal.

e En tratamiento con planos de relajacion oclusal.

e Presencia de alguna enfermedad o condicion sistémica que genere
alteraciones a nivel gingival.

e En tratamiento con antibidticos y/o antiinflamatorios o algun
medicamento que interfiera con la respuesta gingival (minimo 3 meses
antes).

» Historia de hipersensibilidad o alergia a cualquier componente utilizado

en el estudio.




30

Implementacion del Ensayo Clinico

Ingreso de sujetos al estudio

Se invité a participar del estudio a jévenes que asistian a Preuniversitario
Solidario "German Valenzuela Basterrica®’, que se imparte en Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile y a estudiantes de Pregrado de la
Universidad de Chile. Para ello se disefiaron folletos informativos que se
pegaron en distintas ubicaciones en las dependencias de la Universidad y se
realizé una charla explicativa a los estudiantes. Cuando los sujetos asistieron y
establecieron contacto con los investigadores, se les explicé detalladamente en
qué consistia el estudio. Todos firmaron consentimiento informado o
asentimiento previamente validado por el Comité de ética cientifico de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Los padres/tutores de los

menores de 18 anos firmaron consentimiento informado.

Descripcién de la constitucion del grupo Test y Control
Luego del reclutamiento, los individuos fueron asignados aleatoriamente al

grupo Test (Experimental) o Control, considerando la edad y el sexo. Para ello

se utilizé una tabla de nimeros aleatorios.
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Grupo Test (Experimental): Recibié un sobre con polvo de disolucién oral, el
que debid consumir 1 vez por dia, por 3 meses, que contenia L. rhamnosus

SP1 (1x108 UFC/ml) (Sacco, S.R.L, Italia).

Grupo Control (Placebo): Recibié un sobre con polvo de disolucién oral
(placebo), el que debié consumir 1 vez por dia, por 3 meses, que contenia
almidon de baja humedad, y que tenia el mismo sabor, textura y apariencia que

los sobres del grupo Test.

Todos los individuos debieron disolver el contenido del sachet en agua (200 mi),
enjuagarse por 1 minuto y tomar el contenido en la noche antes de acostarse y

después del cepillado nocturno.

Examen periodontal y toma de muestras

A todos los participantes se les realizé un examen clinico periodontal, el cual
fue realizado por un investigador previamente calibrado y que obtuvo una
correlacion intraclase promedio de 0.858 (Profundidad de sondaje: 0.866;

Posicion de encia 0.877; Nivel de insercion clinico 0.820; indice de Placa 0.935;

indice de sangrado al sondaje 0.812; indice gingival 0.842) (Anexo 1).
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Los datos obtenidos fueron consignados en un formulario de evaluacion clinica
(Anexo 2). Se examinaron todos los dientes, excepto los terceros molares.
Mediante el uso de una sonda periodontal manual de primera generacién (Hu-
Friedy, Chicago, IL, USA) se registraron los siguientes parametros en seis sitios
(mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual) por diente:

- indice gingival (IG)

- indice de Placa (IP)

» Sangrado al Sondaje (SS)

* Profundidad de Sondaje (PS)

* Posicion de la encia (PE)

El Nivel de Insercién Clinica (NIC) se calculd por la resta aritmética entre la PS
y la PE medidas. Se aproxim6 la medicion al milimetro superior. Los pardmetros

clinicos fueron consignados el dia 0, a los 3 y 6 meses.

Durante todo el procedimiento, se respetaron las normas de bioseguridad
necesarias para este tipo de intervenciones (material estéril, guantes

desechables, mascarillas, toallas de papel, gasa, liquidos de desinfeccién y

algodon).
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Tratamiento periodontal

Todos los participantes recibieron tratamiento periodontal no quirdrgico, se les
ensefd la técnica de Bass modificada y a utilizar seda dental. El tratamiento
periodontal, ademas de Ia instrucciéon de higiene oral, consisti6 en 2 o 3
sesiones de destartraje supragingival y pulido coronario. A todos los
participantes del estudio se les entregé elementos de higiene oral, cepillo dental

de cerdas suaves y seda dental.

Toma de muestras

Se obtuvo una muestra de placa subgingival de cuatro sitios diagnosticados con
gingivitis, uno de cada Cuadrante, los que tenian un valor de indice gingival >a
1. Luego de aislar el area con térulas de algodén, Yy secar suavemente con aire,
los depédsitos supragingivales fueron cuidadosamente removidos con curetas
(Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). Las muestras microbiolégicas subgingivales
fueron obtenidas mediante I insercién de dos puntas de papel n° 30
estandarizadas y estériles (Johnson & Johnson, Tokyo, Japan) en Ia parte mas
profunda del surco gingival por un tiempo de 20 segundos. Las muestras de
cada participante fueron almacenadas en un vial con 1 mL de fluido de
transporte prereducido (RTF) estéril sin EDTA, mantenido a 4° C, hasta su

procesamiento a través de técnica de PCR en tiempo real. Las muestras fueron

tomadas en ambos grupos en el tiempo basal y a los 3 y 6 meses.
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Aleatorizacion y ocultamiento de Ia secuencia aleatoria

Un segundo investigador mantuvo oculta la secuencia de asignacioén hasta el
analisis de los datos cuando todos las variables clinicas y microbioldgicas
fueron recolectadas (JG). La revelacion del tratamiento solo fue admisible si el
participante desarrollé un efecto adverso grave potencialmente asociado con la

intervencion.

Seguimiento

Se contacto telefonicamente a los participantes todas las semanas, para
preguntar por efectos adversos y conocer si se estaban siguiendo las
indicaciones. Se entregaban 30 sachet cada 30 dias, hasta completar el periodo
de intervencion. Ademas se solicitaba a los participantes que al momento de
asistir a buscar los probidticos/placebos del segundo y tercer mes de
tratamiento, devolviesen los sobres sin utilizar y los que se encontraban vacios.
En cada una de las visitas, el tratante, les realizo preguntas sobre el

cumplimiento y efectos.

Procesamiento en el Laboratorio
Se realizé el procesamiento de las muestras de placa subgingival, contenidos

en medio RTF, para su analisis por PCR cuantitativo. Las curvas estandar se

construyeron a partir de las cepas ATCC 33277 (Porphyromonas gingivalis),
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ATCC 43037 (Tannerella forsythia), ATCC 29522 (Aggregatibacter

actinomycetemcomitans).

El cultivo de la cepa de P. gingivalis ATCC 33277 se realizé en medio Agar
sangre- Hemina-Menadiona, conteniendo 3% de Agar trypticase (Becton
Dickinson), 0,5% p/v extracto de levadura (Becton Dickinson), 0,000005 % p/v
de Hemina (Sigma®), 0,000001% p/v de Menadiona (Sigma®) y 5% viv de
sheep’s blood (ThermoFisher Scientific™). Las placas fueron incubadas
anaerdbicamente a 35°C por 7 a 14 dias en jarras herméticas con generadores

de anaerobiosis (Anaerogen Oxoid®).

El cultivo de la cepa de A. actinomycetemcomitans ATCC 29522 se realizo en
placas de 3,8% p/v de medio selectivo TSBV (40% p/v agar Trypticase (Becton
Dickinson), 1% p/v extracto de levadura (Becton Dickinson), 10% v/v suero de
caballo (ThermoFisher Scientific™), 0,005 % p/v bacitracina y 0,075% p/v
vancomicina). Las placas fueron incubadas a 37°C por 2 a 3 dias en medio

capnofilico.

El cultivo de la cepa de Tannerella forsythia se realizé en placas de 3,8% p/v de

Heart infusion broth (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA), 0,005% p/v de acido
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N-acetilmuramico (Sigma®), 0,5 ug/mL de Menadiona (Sigma®), 5% v/v suero
fetal bovino, 5 ug/mL Hemina (Sigma®), 5% p/v extracto de levadura (Becton
Dickinson) y agar 2% p/v (Becton Dickinson). Las placas fueron incubadas
anaerdbicamente a 35°C por 7 a 14 dias en jarras herméticas con generadores

de anaerobiosis (Anaerogen Ox0id®).

Obtencién de ADN genémico

Para la purificacién de ADN genomico de las cepas de referencia, se utilizo el
Wizard® Genomic DNA Purification  Kit (PROMEGA) siguiendo las
recomendaciones del fabricante con algunas modificaciones. Las células se
colectaron por centrifugacion 10 min a 8.000 x gad4°C.

Los pasos siguientes fueron fidedignos al protocolo indicado por el proveedor
de Wizard® Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA), respetando las
proporciones de volumenes de las diferentes soluciones. Finalmente, el ADN se
resuspendio en 1 mL de “DNA rehydratation solution” y se incubo 1 hora a 65°C
para facilitar su rehidratacion y luego toda la noche a 4°C. Lg integridad del

ADN gendmico purificado se analizé mediante electroforesis horizontal en geles

de agarosa, como se indica mas adelante.
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Obtencion de ADN genémico total desde las muestras clinicas

Para la purificacién de ADN genomico total desde las muestras clinicas de
placa subgingival en RTF se utilizs el Kit DNeasy blood and tissue (Qiagen®).
Las células se colectaron por centrifugacion 5 min a 7.500 x g por 5 min. El
sedimento bacteriano se resuspendio en 180 uL de buffer de lisis enzimatico,
incubando a 37°C por 30 min. Se siguié todas las recomendaciones del
proveedor hasta que en los pasos finales se agregs 200 uL de buffer de elusién
AE, incubando a temperatura ambiente por 1 minuto, para luego centrifugar por

1 minuto a 8.000 g.

Cuantificacion de ADN

La cuantificacién de los acidos nucleicos purificados desde las cepas de
referencia y a partir de las muestras de placa subgingival, se realizé por
medicion de la absorbancia a 260 nm en un equipo lector de placas SYNERGY
HT (Marca Biotek, modelo, Synergy HT, serie 1405181). Posteriormente se

diluyé cada una de las muestras a una concentracion final de 5 ng/uL.

Reaccion de amplificacion de ADN por PCR

Se comprobé mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) los

oligonucledtidos que serian utilizados luego para PCR cuantitativo (en tiempo
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real), junto con el ADN genodmico purificado de las cepas de referencia. Todas
las reacciones de amplificacién por PCR se efectuaron utilizando la DreamTaq
DNA polimerasa (Thermo®) vy las siguientes condiciones de reaccién: Una
etapa de desnaturacién inicial de 2 min a 94°C seguida de 30 ciclos de
amplificacién (desnaturacion a 94°C por 20 s, apareamiento del oligonucledtido
a 60°C por 20 s y elongacion a 72 °C por 20 s) y un ciclo final de 10 min de
elongacion a 72 °C. La reaccion se realizo utilizando 1 pM de cada
oligonucledtido, 0,2 mM de mezcla de dNTPs (Thermo Scientific®), 0,05 U/uL
de DreamTag ADN polimerasa (Thermo Scientific®), y 1x de tampon de PCR
que contiene 1,5 mM de MgCl.. Se utilizé 3 uL de ADN molde. Los productos de
PCR fueron visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa, tal como

se indica mas adelante.

Todos los oligonucledtidos utilizados en esta tesis se obtuvieron de Integrated

DNA  Technologies (IDT) 'y se muestran en la Tabla |I.




Tabla I. Oligonucleétidos utilizados en este estudio.

Especie

Oligonucleétidos*
F: 5 -TGT AGATGA CTG ATG GTG AAA ACC- 3

P. gingivalis

R:5 ~ACG TCATCC CCA CCT TCCTC-3
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Referencia

Tran and
Rudney, 1999
(Tran &
Rudney, 1999)

F: 5~ ATT GGG GTT TAG ccc TGGTG -3
R: 5 ~ACG TCA TCC CCA cCT TCCTC-3

— e A—e—_- 0 OO ]

A. actinomycetemcomitans

T. forsythia F: 5" -~ GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA-3
R: 5"~ TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACCT-3

Tran and
Rudney, 1999
(Tran &
Rudney, 1999)
Carrouel y cols,

2016 (Carrouel,

Viennot,
Santamaria,
Veber, &
Bourgeois, 2016)

F:5~TGCTTG CAT CTT GAT TTA ATTTTG-3
L. rhamnosus R: 5~ GGT TCT TGG ATY TAT GCG GTATTAG -
3

*F : Forward o directo, R : Reverse o reverse. Y = nucledtidos Co T

Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Byun y cols.,
2004 (Byun et
al., 2004)

Las muestras de ADN (gendmico o productos de PCR) se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa al 1% usando tampén TAE 1x (Tris-acetato
40 mM, Na:EDTA 1 mM, pH 8,3) que contenia Safeview NBS Biologicals Ltda.

que permite la visualizacion de &cidos nucleicos con luz ultravioleta. La

electroforesis se realizé a 80-100 V por tiempos variables en amortiguador TAE

1x y los acidos nucleicos se visualizaron en un transiluminador de radiacion UV.

Los geles fueron fotografiados y Ia imagen procesada mediante el sistema
Carestream.
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PCR en tiempo real

Se utilizo el método de la curva estandar (Livak & Schmittgen, 2001) para la
cuantificacion de los diferentes microorganismos analizados. Para este fin, se
utilizé DNA genomico, purificado de las cepas de referencia, como molde en el
PCR para generar una curva estandar para cada microorganismo en estudio. La
eficiencia de cada pareja de partidores se determiné a partir de Ia grafica de la
curva estandar mediante la ecuacion: Eficiencia=(10(-1/pendiente recta)-
1)*100.

Para la curva estandar se preparé una dilucion seriada donde el ADN genomico
bacteriano se encontro a las concentraciones de 1 ng/uL, 0,1 ng/uL, 0,01 ng/uL,
0,001 ng/uL y 0,0001 ng/uL. Cada reaccién de PCR contenia 10 pL de SYBR
Green Supermix, 0,2 mM final de cada oligonucledtido y 10-40 ng de ADN
purificado de placa microbiana subgingival en un volumen final de 20 pL. Para
la amplificaciéon del DNA se empled el siguiente perfil térmico: 95°C por 3 min,
seguido de 40 ciclos con pasos de 95°C, 60°C y 72°C por 30 s cada uno. Se
confirmé la generacién de productos especificos mediante el analisis de curvas

de denaturacion del producto de PCR final. Se uso6 agua como control negativo.

Operacionalizacion de Variables

En la Tabla Il se presenta el cuadro de operacionalizacion de las variables

clinicas y microbiolégicas a estudiar.




Tabla Il. Operacionalizacién de Variables
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Variable Tipo de Definicién Definicion Codificacion ndice
Variable Conceptual Operacional
Promedio de sitios i L .
o 0: encia normal, no hay inflamacién, ni cambio
con caracteristicas . "
. . i de color o sangrado.1: Leve inflamacin y
. clinicas inflamatorias. . G
. Presencia de N alteracion de la superficie gingival, no hay :
Indice Se utiliza una sonda promedio =
L. Categdrica caracteristicas . sangrado.2: Inflamacién moderada, eritema y
Gingival i . i periodontal, IG por
Ordinal inflamatorias de . . edema. Sangrado al sondaje o bajo el efecto
(1G) o introducida en el B . . grupo
margen gingival . ) de la presion. 3: Inflamacién severa, eritema .
tercio coronario del . X . dentario/6
. de importancia y edema. Tendencia al
surco gingival (aprox. ) »
sangrado esponténeo, ulceracion)
0.5 mm).
Porcentaje de sitios % IP =%
. con presencia de de sitios
Presencia de }
indice de placa microbiana en con
L colorante (Placa o .
Placa Dicotdmica icrobiana) contacto con el 0: sitios sin presencia de colorante. colorante
microbiana
Microbiana Nominal margen gingival. Se 1: sitios con presencia de colorante en contacto
adyacente al o )
{iP) . utilizé una pastilla con el
margen gingival
reveladora de la margen
placa microbiana. gingival.
Porcentaje de sitios
X . IS (%) = N°
Presencia de con sangrado gingival i
K siios  (+)/
Sangrado . sangrado en el producido hasta 15 L
Dicotomica . 0: sitios sin sangrado. total de
Al sondaje i surco marginal segundos después » .
Nominal ) ) . » 1: sitios con sangrado sitios
(IS) después de realizar de la introduccién de .
. X examinados
sondaje periodontal. la sonda en el surco -
x 100.
gingival.
Medicidén en mm. de Ps
. la distancia entre el . .
Profundidad . o Promedio de la . N promedio =
Numérica margen gingival y el ) No existe codificacion. Dada la naturaleza de
de Sondaje i » profundidad de . . Ps por
Continua fondo del sitio R ) la variable se registra el valor en mm.
(PS) . sondaje periodontal. grupo
periodontal .
i dentario/6
examinado
NIC
- promedio =
Medicidn en mm. de
i ) . ) ) NIC por
Nivel de L la distancia entre el | Promedio del nivel de . o
. Numérica X L No existe codificacion. Dada la naturaleza de grupo
Insercion ) LAC y el fondo del insercion clinica . . .
. Continua o X . la variable se registra el valor en mm. dentario/6
Clinica (NIC) sitio periodontal periodontal
examinado
Cantidad
< i : de Pg, Aa,
Cuantificacién . » Cantidad de Pg, Aa, . _ »
Numeérica Deteccion con PCR No existe codificacién. Dada la naturaleza de Tfy Av en
de Pg, Aa, Tfy . ) Tfy Aven las .
Continua Tiempo real . la variable se registra el valor en ug/di las
Ay muestras clinicas.
muestras

clinicas,
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Consideraciones éticas

El protocolo fue revisado y aprobado por la Comisién de Etica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. Ademas, se rigié segln el marco legal
que regula a los Ensayos Clinicos en Chile, y en conformidad con la

Declaracion de Helsinki de 1975, revisada en el afio 2000.

A cada participante que cumplié con los criterios de inclusion, se le entregé un
consentimiento y/o asentimiento informado que fue revisado, consentido y
firmado por él (o0 su representante legal) para su aprobacion e ingreso al
estudio. A todos los participantes se les informé de su salud oral. Todos los
participantes fueron instruidos en técnica de higiene oral y recibieron al menos

dos sesiones de tratamiento periodontal.

Confidencialidad

La confidencialidad de los pacientes fue respetada en todas las fases del
proceso. Sdlo el investigador principal conocié el nombre de los pacientes que
fueron incluidos en el estudio. El Formulario de Registro Clinico utilizado para

recoger los datos de las citas de seguimiento tuvo un elemento con el nombre
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del paciente, pero cuando se introdujeron los datos de la base de datos el
nombre fue cambiado por un codigo de identificacion. Las copias del Formulario
de Registro Clinico fueron revisados por el investigador principal o alguien
autorizado por él sélo en casos especificos, como la evaluacion de calidad de
los datos o la comprobacién de los datos erréneamente introducidos en las
bases de datos. Fotos de los pacientes no se tomaron en ninguna de las fases

del estudio.

Métodos estadisticos

Para el analisis estadistico se utilizé el software STATA version 11. Se utilizo el
test de Shapiro Wilk para determinar Ia normalidad de las variables cuantitativas
continuas. Las variables cuantitativas entre los grupos Test y Control se
analizaron con el Test de ANOVA. Para comparar las caracteristicas
demograficas, se utilizo el test T de Student para las variables cuantitativas
continuas con distribucion normal, el test de U Mann-Whitney para las que no
presenten distribucién normal, y el test de chi2 o test exacto de Fisher para las

variables categoéricas. Se consideré como estadisticamente significativo un valor

de p<0,05 y un intervalo de confianza de 95%,.
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Conflictos de intereses

El investigador principal y cualquiera de los otros investigadores no tienen
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V. RESULTADOS

Reclutamiento

Se realizé examen clinico a un total de 84 sujetos, 15 de ellos fueron excluidos
por no cumplir con los criterios de inclusion y 9 por otras razones, entre ellos la
falta de disponibilidad horaria, la lejania geografica de sus domicilios, el cambio
de numero de teléfono. Un total de 60 sujetos fueron aleatorizados,

incorporando 30 al grupo Test y 30 al grupo Control (Figura 1).
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Eujetes examinados {n=3dﬂ

Excluidos (n=24)

Reclutarriento - No cumplieron con eriterios
de inclusion (n=15)

- Ofras razones (n=9)

Sujetos ingresados af
Estudio {n=60)
H

Reyistro de variables clinicas
y Torna de muestras N°1

tratamienm Periadant;ﬂ

i ‘naaaja
i
' :
GRUPQ TEST= ST GRUFQ CONTROL=
L. rhamposus (n=30) ’mme lacebe (0=30)
g
) v I
3 meses Pérdidas | | Registro de variables clinicas | | Pérdidas
e (n=8} y Toma de muestras N°2 {n=10}
j Segurmient
6 meses Pérdidas | |Registro de varables cinicas } Perdidas
. {n=4} y Toma de muestras N°3 (n=5}
] I
N S : . _

Figura 1. Diserio del estudio. Flujograma.

Caracteristicas Demograficas y Clinicas

Las caracteristicas demograficas y clinicas en el tiempo basal son presentadas

en la Tabla Wl y Tabla IV respectivamente. No se presentd diferencias

estadisticamente significativas (p > 0,05) en el basal.
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Tabla lll. Caracteristicas demograficas de los sujetos de estudio.

Variable Grupos en Tratamiento
Test Control
p- valor
(n=30) (n=30)
Edad’ (media * DE) afios 19,7 +2,05 19,3+2,5 0,7077
Sexo (M/F)? 3/12 4/11 1,0000

DE: Desviacién Estandar
"Test T de Student; 2Test exacto de Fisher's

Tabla IV. indice gingival (IG), indice de placa bacteriana (IP), indice de sangrado al sondaje
(18), Profundidad de sondaje (PS) expresados como promedios y desviacion estandar (DE) en
el examen clinico basal. Comparaciones inter-grupos con ANOVA (p < 0,05).

VARIABLES TEST CONTROL DIFERENCIAS p valor
(media * DE) (media * DE) (media * DE) |(inter-grupos)

IG 0,99 + 0,19 0,85 + 0,26 0,15 = 0,07 0,0729

iP 32,77 + 13,76 32,82 + 11,83 0,05 + 1,93 0,9918

IS 39,94 + 10,85 40,78 + 12,87 0,85 + 2,02 0,8387

PS 2,07 + 0,30 213 + 0,14 0,07 + 0,16 0,4388

NIC 2,01 £ 0,30 2,16 + 0,20 0,14 + 0,10 0,1232
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Pérdidas de sujetos del estudio

Un total de 27 sujetos abandonaron el estudio, 12 (40%) en el grupo Test y 15
(50%) en el grupo Control. Los motivos del alto porcentaje de pérdidas (mayor
al 15%) fueron cambio de domicilio, cambio de nimero de teléfono, por motivos
laborales, etc. Pudo detectarse en general, poco compromiso de los

adolescentes con el estudio.

Reacciones Adversas (RAM)

No se presentaron reacciones adversas en los grupos de estudio.

Comparacion Intra- e Inter-grupos de variables clinicas

Se presentan los valores de las variables clinicas analizadas separadas por
grupo Test y Control, en los distintos tiempos de evaluacion (Tabla V). En Ia
comparacion  Intra-grupos  fue posible  detectar una  disminucion
estadisticamente significativa en todas las variables clinicas analizadas en el
grupo Test y Control. En la comparacion Inter-grupos se detecté una mayor

disminucién en las variables clinicas analizadas en el grupo Test, sin presentar

diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla V. Comparacion Intra- e intergrupos de variables clinicas (promedio + DS)

TEST CONTROL
(n=18) (n=15)
Basal 3 meses 6 meses 4] Basal 3 meses 6 meses p

1G® 0,99 £0,19* | 0,49 £0,17* | 0,51+0,32 | 0.0000* | 0,85+ 0,26 | 0,60%0,26* 0,58 £ 0,31 0.0150*

1p? 32,7 £13,7% | 17,4+10,3* | 23,70+ 10,9 | 0,0006* 32,8+11,8* | 220% 10,5* 29,4+ 101 0.0132*

1S° (%) | 39,9 +10,8* 22,3£10,9* | 228+754 | 0.0000* | 40,8+ 12,9* | 25,3%293* 243+277 0.0007*

PS® (mm) | 2,07 +0,30* | 1,80 £0,27* | 1,78+0,26 | 0,0082* | 2,13%0,14* 1,93+ 0,09* 1,82+0,20 0.0012*

NIC® (mm) | 2,01 £0,30*| 1,77 £0,28* | 1,69+0,32 | 0.0151* 2,16 + 0,20* 1,88+ 0,15* 1,75+ 0,22 0.0002*

*Comparacion Intra-grupo; ** Comparacion Inter-grupos; valores estadisticamente significativos en formato
cursiva y negrita.

1G: Indice gingival; IP: Indice de placa; IS: Indice de sangrado al sondaje; PS: Profundidad de sondaje
periodontal; NIC: Nivel de insercion clinico.

Comparacion inter-grupos de cada variable clinica analizada

indice Gingival

Se observo que después de 3 meses el promedio del indice gingival disminuyo

en ambos grupos Test y Control, presentando una mayor disminucién y una

menor varianza en el grupo Test. Después de 6 meses los valores promedios
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tienden a ser similares. No se observaron diferencias estadisticamente

significativas (Figura 2).

INDICE GINGIVAL (IG)

1,60

1,40

1,20
1,00
080 i B TEST
’ ! [ CONTROL
0.50 J.
0,40

1 j |

L 1

{NDICE GINGIVAL (promedio)

0,20

0,00

BASAL 3 MESES 6 MESES

Figura 2. Comparacién de la variable clinica indice gingival en el basal, 3 y 6 meses.
indice de Placa Microbiana
Se observé que el promedio del indice de Placa microbiana disminuyd en

ambos grupos (Test y Control). Después de 3 y 6 meses el promedio en el

grupo Test se mantuvo mas bajo que en el Control. No se observaron

diferencias estadisticamente significativas (Figura 3).
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Figura 3. Comparacion de la variable clinica Indice de Placa Microbiana en el basal, 3 y 6

meses.

indice de Sangrado al Sondaje

Se observé que el indice de Sangrado al Sondaje disminuy6 en ambos grupos

Test y Control después de 3 meses, presentando una mayor disminucion en el

grupo Test. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (Figura

4).
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INDICE DE SANGRADO (is)

70,00
64,00

50,00
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1
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16,00

0,00

BASAL 3 MESES 6 MESES

Figura 4. Comparacion de la variable clinica indice de sangrado en el basal, 3 y 6 meses.

Profundidad de Sondaje

Se observé que la Profundidad de Sondaje disminuyé en ambos grupos Test y
Control después de 3 meses, presentando una mayor disminucién en el grupo

Test. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (Figura 5).
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PROFUNDIDAD DE SONDAJE (PS)
3.0

2,50

2,00
l & TesT

I coNTROL
1,50 )‘. l

PROFUNDIDAD DE SONDAJE (mm})

1,00

0,50

BASAL 3 MESES 6 MESES

Figura 5. Comparacién de la variable clinica Profundidad de sondaje periodontal en el basal, 3
y 6 meses.

Nivel de Insercion clinica

Se observé que el Nivel de Insercion Clinica disminuyé en ambos grupos Test y
Control después de 3 meses, presentando una mayor disminucién en el grupo

Test. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (Figura 6).
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Figura 6. Comparacién de la variable Nivel de Insercion clinico en el basal, 3 y 6 meses.

Comparacién del indice Gingival sequn severidad

Se presenta el analisis del indice gingival desagregado segun severidad, esto

es la frecuencia de deteccién de los codigos 0, 1y 2.
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Tabla VI. indice gingival (IG) expresado como promedio y desviacion estandar (DS) en el
grupo Test y Control de acuerdo a la severidad.

‘ IG Basal 3 meses 6 meses p valor
{media * DE) (media * DE) (media * DE) | (intra-grupo)
| 0 | 30,28 + 1595*| 60,11 + 13,08*| 56,96 + 23.97| 0,0000*
:’ GrupoTest | 1 | 51,11 + 17,34*| 30,03 + 11,16*| 2820 + 1557| 0,0000*
'; 2 | 1861 * 809* | 9,86 + 6,71* | 1484 + 1147| 0,0004*
'3 0 | 32,00 + 18,66*| 53,87 + 19,55%| 5756 + 2303| 00021
] Grupo Control| 1 | 50,92 *+ 14,42*| 32,62 + 14,15*| 3394 + 1317| 0,0007*
q!i 2 | 17,08 + 1148 | 1357 + 9.95 8,50 + 11,75 0,3409

i *Comparacién Intra-grupo;** Comparacion Inter-grupos; Valores estadisticamente significativos en formato

‘ cursiva y en negrita. IG: Indice Gingival.
Resultados Microbiolégicos

Obtencion de ADN genémico desde las cepas de referencia

Se purificé6 ADN gendmico a partir desde cultivos de las cepas de referencia
P. gingivalis ATCC 33277, A. actinomycetemcomitans ATCC 29522 y T.
forsythia ATCC 43037 obteniendo en cada caso un ADN integro (Figura 7),
como se determind por la presencia de una banda Unica que migra sobre el

marcador de ADN estandar de peso molecular utilizado.
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Figura 7. ADN gendmico purificado a partir de las cepas de referencia. Se indica con
flecha roja banda de migracién de ADN. M: Marcador de peso molecular de ADN utilizado,
se indican al lado izquierdo los pares de bases (pb) correspondientes a cada banda de éste.

Carril 1. ADN genomico de P. gingivalis, carril 2. A. actinomycetemcomitans, carril 3. ADN
genomico de T. forsythia.

Analisis por PCR convencional de amplicones de cada microorganismo

Con la finalidad de comprobar la amplificacion de ADN que genera cada
pareja de oligonucleétidos para cada microorganismo, se realizé un ensayo
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa convencional (PCR). Se determiné
amplificacion positiva, cuyos productos corresponden al tamafio descrito en
cada caso (Figura 8). Se observa un tnico amplificado de tamafio especifico

en cada caso, de 360 pb para A. actinomycetemcomitans, de 197 pb para P.

gingivalis y de 641 pb para T. forsythia.
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Figura 8. Analisis por PCR de amplicones para cada microorganismo. M: Marcador de
peso molecular de ADN utilizado, se indican al lado izquierdo los pares de bases (pb)
correspondientes a cada banda de éste. Carril 1: producto de PCR para A.
actinomycetemcomitans, Carril 3: producto de PCR para P. gingivalis. Carril 5: producto de
PCR para T. forsythia. Los carriles 2, 4y 6 corresponden a los controles negativos de cada
caso (H:0).

Curvas de Calibracion PCR Cuantitativo

Se realizaron las curvas de calibracién con ADN gendmico para cada uno de los
microorganismos estudiados, tal como se describe en Ia seccion metodologia.

En la Figura 9 se presenta Ia curva de calibracién para P, gingivalis, en la cual
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se determind que los oligonucleédtidos utilizados poseian una eficiencia de
104,14%, que se encuentra entre el rango permitido para una cuantificacion
optima de este microorganismo en las muestras. Junto con esto, se determing
que el rango dindmico de concentracion de ADN para la deteccion de P.

gingivalis abarc6 desde 10" a 10 ng/uL.

36 A

y=-3,2266x + 20,723
34 A

R? = 0,9925

32 A
30 A
28 4
26 A
24 4
22 A

36,
r T T T T T T

-6 5 -4 3 2 -1 0
Log de la Concentracién ADN genémico

Figura 9. Curva de calibracion obtenida para las diluciones de ADN genémico de la cepa

estandar de Porphyromonas gingivalis (Pg).

En la Figura 10 se presenta la curva de calibracion para A.
actinomycetemcomitans, en la cual se determind que los oligonucledtidos
utilizados poseian una eficiencia de 70,57%, que si bien corresponde a una baja

eficiencia, presentan un amplio rango dinamico de concentracién de ADN para

la deteccion que va desde 10-' a 10-° ng/uL.
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Figura 10. Curva de calibracién obtenida para las diluciones de ADN gendmico la cepa
estandar de Aggregatibacter actinomytemcomitans (Aa).

En la Figura 11 se presenta la curva de calibracién para T. forsythia, en la cual
se determind que los oligonucledtidos utilizados poseian una eficiencia de
94,28% que se encuentra entre el rango permitido para una cuantificacion
optima de este microorganismo en las muestras. Junto con esto, se determing

que el rango dinamico de concentracion de ADN para la deteccién de T.

forsythia abarcé desde 107" a 10 ng/puL.
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Figura 11. Curva de calibracién obtenida para las diluciones de ADN gendmico de la cepa
estandar de Tannerella forsythia (TY).
Cuantificacion de P. gingivalis, T. forsythia y A. actinomycetemcomitans

en las muestras clinicas en el tiempo basal

Se presentan los valores de las variables microbiolégicas analizadas separadas
por grupo Test y Control, en el tiempo basal (Tabla VII). No fue posible detectar

diferencias estadisticamente significativas (p >0.05).
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Tabla VII. Concentracién de Porphyromonas gingivalis (ng/uL) expresados como promedios y
desviacion estandar (DE) en los grupos Test y Control. Comparacion inter-grupo en el tiempo
basal ANOVA (p < 0,05).

VARIABLES TEST CONTROL DIFERENCIAS p valor
(media + DE) (media * DE) (media * DE) (inter-grupo)
Pg 1,0x10" + 1,7x10"|6,8x10%2 + 22x10"| 0,0332 + 0,0540 0,651
Tf 1,6x10" + 34x107|29x102 + 49x102| 01305 + 0,2910 0,299
Aa 12x10* + 24x10%|50x10° + 1,4x10*| 0,0000 + 0,0001 0,508

Cuantificacion de P. gingivalis, T. forsythia y A. actinomycetemcomitans

en las muestras clinicas a los 3 y 6 meses

Se determiné la presencia de P. gingivalis, T, forsythia y A.
actinomycetemcomitans en el 91 %, 60% y 51 % de las muestras de placa
subgingival respectivamente, sus niveles se presentan expresados como ng/pL
de ADN gendmico presente de la bacteria. Se presentan los valores de las
variables microbiolégicas analizadas separadas por grupo Test y Control, a los
3y 6 meses (Tabla VIII). En la comparacion inter-grupos no fue posible detectar
diferencias estadisticamente significativas (p >0.05). En la comparacion inter-
grupos presentadas en la Figura 12, Figura 13 y Figura 14 se puede comparar
la variabilidad, esto es las desviaciones estandar observadas en las variables
en los distintos tiempos de evaluacion, en la concentracion de P. gingivalis, T.

forsythia 'y A. actinomycetemcomitans respectivamente. La disminuicién y
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desviacion estandar detectadas en las concentraciones de P. gingivalis son son
similares en el tiempo basal y a los 3 meses en el grupo Test y Control. Sin
embargo después de 6 meses |g desviacién estandar observada del grupo Test
es mucho menor de la observada en el grupo Control (Figura 12). La
disminucion y desviacién estandar detectada en los distintos tiempos de
evaluacion fue similar en los distintos tiempos para T. forsyhtia en el grupo Test
y Control (Figura 13). Para A. actinomycetemcomitans |a disminucién y

desviacién estandar fue menor en los diatintos tiempos en el grupo Control

(Figura 14).

Tabla VIII. Concentracién de P. gingivalis, T. forsythia y A. actinomycetemcomitans (promedio
* desviacion estandar) obtenidos a los 3 y 6 meses.

TEST CONTROL DIFERENCIAS p valor
(media * DE) (media * DE) | (media #* DE) _ﬂrlter-grugo!
Pg
3 MESES 3.5x10% + 1,4x107/9,7x10° + 3,1x102| 15,3539 + 0,8233 0,567
6 MESES | 3,7x102? + 15x 10" 1.8x10° £ 52x103| 17,5745 = 0,1417 0,455

T

| 1o * 07

3MESES | 7,0x 102

t 22x107/54x 104 = 2,8x10%| 0,069728 + 0,2208 0,421
6 MESES 21x102 + 56x102/93x 105 =+ 1,3x10%| 0,020686 + 0,0560 0,348

J Aa
3 MESES 1.5x10% £ 32x104|81x107 =+ 1,1x10%) 0,000148 + 0,0003 0,185

6 MESES | 8,0x10°

I+

2,0x10*|1,5x 108

3,0x 10| 0,000078

=+

i+

0,0002 0,263
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Figura 12. Deteccion de P. gingivalis en los grupos Test (color azul) y Control (rojo). Se

presenta graficado los Q1, Q2 y Q3, con sus correspondientes limites de error superior e inferior
con un nivel de confianza del 95%.
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Figura 13. Deteccién de T forsythia en los grupos Test (color azul) y Control (rojo). Se

presenta graficado los Q1, Q2 y Q3, con sus correspondientes limites de error superior e inferior

con un nivel de confianza del 95%,
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Figura 14. Deteccién de A. actinomycetemcomitans en los grupos Test (color azul) y Control

(rojo). Se presenta graficado los Q1, Q2 y Q3, con sus correspondientes limites de error

superior e inferior con un nivel de confianza del 95%.
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VI. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar el efecto clinico
y microbiolégico de la utilizacion de probidtico de L. rhamnosus SP1 como
adjunto en el tratamiento de la gingivitis. Para ello se disefid el presente ensayo
clinico aleatorizado doble ciego, en el cudl se considerd un periodo de
intervencion y de seguimiento de tres meses (dosis diaria de 2x108 UFC). La
cepa probiotica utilizada, fue adquirida desde Ia empresa Clerici Sacco, lItalia.
es una de las cepas que mas se ha estudiado en su relacion con odontologia,
presenta evidencia que avala su uso como coadyuvante en la terapia
periodontal y ya se ha utilizado en el marco del proyecto Fondecyt que financia

el presente trabajo de investigacion en pacientes con periodontitis.

Los ensayos clinicos aleatorizados bien disefiados y correctamente ejecutados
proporcionan la mejor evidencia sobre el efecto de las intervenciones sanitarias,
pero una metodologia inadecuada puede resultar en estimaciones sesgadas, es
por eso que se deben considerar multiples factores relevantes en Su ejecucion,
entre ellos calcular el tamario de Ia muestra, realizar calibracion, aleatorizacion,

ocultamiento de la secuencia, enmascaramiento, seguimiento y analisis segun
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intencion de tratar (Cobos-Carbé & Augustovski, 2011). Cada uno de estos
aspectos fue considerado en la ejecucion de este trabajo de investigacion. El
trabajo con adolescentes fue dificil de ejecutar ya que se observé una alta tasa
de pérdidas durante el seguimiento, lo que hizo que para alcanzar el tamafio de
la muestra minimo requerido (15 pacientes por grupo) se necesitara un periodo
de tiempo de 18 meses. Los sujetos que abandonaron el estudio no fueron
incluidos en el andlisis de los datos. No se sefala en la literatura biomédica
disponible con ensayos clinicos similares el tiempo que han requerido en el
trabajo con adolescentes, pero es un aspecto que debe ser considerado en la

ejecucion de futuros estudios cientificos con poblacién similar.

Al analizar las variables clinicas periodontales, indice gingival (IG), indice de
sangrado al sondaje (IS), indice de placa bacteriana (IP), profundidad de
sondaje (PS) y nivel de insercién clinico (NIC) fue posible detectar en la
comparacion intra-grupo después de 3 meses de intervencion, gue siempre se
logré una mejoria clinica estadisticamente significativa (p <0.05). Una posible
explicacion a este fendmeno es que la eliminacién de placa microbiana por el
profesional mas la instruccion de higiene oral fue suficiente para controlar la
gingivitis  (Sinkiewicz, Cronholm, Ljunggren, Dahlén, & Bratthall, 2010).

Resultados similares fueron obtenidos utilizando distintas cepas probidticas
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como L. reuteri (Iniesta et al., 2012; Krasse et al., 2006; Shimauchi et al., 2008),
L. salivarius (Shimauchi et al., 2008) o combinaciones de distintas cepas

(Nadkerny et al., 2015; Purunaik et al., 2014).

Las variables clinicas indice gingival e indice de sangrado al sondaje fueron las
que presentaron una mayor diferencia estadisticamente significativa, estos
resultados son similares a los encontrados por Krasse y cols. y Twetman y cols.
En el estudio de Krasse y cols (2006) después de 2 semanas de intervencion se
reportd que el indice gingival disminuyd en forma estadisticamente significativa
en ambos grupos (Test y Control) (Krasse et al., 2006). En el estudio de
Twetman y cols (2009) después de 4 semanas de intervencién se reportd que el
indice de sangrado al sondaje disminuyé en forma estadisticamente significativa

en el grupo Test (Twetman et al., 2009).

En el seguimiento entre los 3 y los 6 meses no fue posible detectar diferencias
estadisticamente significativas en las variables clinicas analizadas, esto
probablemente es debido a que el efecto de los probidticos segtin los estudios
que se han realizado en la flora intestinal es de corto plazo o transitorio. Segun
Brigidi (2003), después de tres dias de ingesta de probidtico es posible

conseguir su colonizacion y su permanencia es de alrededor de seis a siete
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dias (Brigidi, Swennen, Vitali, Rossi, & Matteuzzi, 2003). No existen estudios
clinicos con seguimiento en sujetos con gingivitis que hayan intentado
determinar su efecto a lo largo del tiempo, con el fin de determinar con exactitud

un radio de tiempo de accion.

En la comparacion inter-grupos (entre el grupo Test y el Control), no se
observaron diferencias estadisticamente significativas, sin embargo se detects
una mayor mejoria clinica en el grupo Test, esto es una mayor disminucion en
los valores de las variables IG, IP, IS, PS y NIC. Esta ausencia de diferencias
clinicas estadisticamente significativas ha sido reportado en varios estudios
clinicos sobre el tema de investigacion (Iniesta et al., 2012; J.-K. Lee et al.,
2015; Staab et al., 2009). Un efecto clinico benéfico de los probidticos en
pacientes con gingivitis ha sido también reportado por Krasse y Schlagenhauf.
Krasse y cols. (2006) encontré que los pacientes con gingivitis en tratamiento
con probidtico de L. reuteri, presentaban una mejora clinica estadisticamente
significativa en el indice de placa microbiana e indice gingival (Krasse et al.,
2006). Schlagenhauf y cols. (2016) estudid a un grupo de pacientes
embarazadas con gingivitis y encontré que las variables analizadas mejoraron

en el grupo que se encontré tomando probidticos (Schlagenhauf et al., 2016).
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Al analizar la variable indice gingival en forma desagregada, esto es, de
acuerdo a su severidad (frecuencia de deteccion de cédigos 0, 1 y 2), fue
posible detectar diferencias estadisticamente significativas en el cédigo 2 solo
en el grupo Test (p <0.05). Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Montero y cols. (2017) quién encontré que la mejoria clinica obtenida en el
grupo de pacientes en tratamiento con probidtico de L. reuteri era solo
estadisticamente significativa en los pacientes que presentaban gingivitis mas

severas, esto es mayor valor del indice gingival (Montero et al., 2017).

En el andlisis microbioldgico no fue posible detectar diferencias
estadisticamente  significativas en el recuento de P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans ni T. forsythia a los 0, 3 y 6 meses. Las diferencias en
el recuento de los microorganismos estudiados fueron minimas y no fue posible
establecer a través de ellas alguna clara tendencia que pudiese relacionarse
con las caracteristicas clinicas observadas, No existen estudios publicados en
la literatura cientifica que permitan comparar los recuentos microbioldgicos
obtenidos en el presente trabajo, no obstante, Alanzi y cols (2018), realizdé un
ensayo clinico aleatorizado en el que determiné el efecto de L. rhamnosus y B.
lactis en adolescentes, y encontré que los niveles de P. gingivalis se redujeron

en forma significativa en las muestras de placa bacteriana obtenida del grupo
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Test (0,99 a 0,89 log cfu/ml), sin embargo los niveles de A.
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia y Fusobacterium nucleatum no
fueron estadisticamente significativos (Alanzi et al., 2018). Actualmente existen
estudios cientificos que sefialan que en la patogenia de las enfermedades
periodontales, incluida la gingivitis es preciso estudiar la presencia de clusters o
grupos de bacterias mas que especies individuales y las funciones bacterianas
por ejemplo la protedlisis, ensamblaje flagelar, movilidad, etc, puede ser un
aspecto mucho mas importante que la determinacién de especies particulares.
Este nuevo enfoque busca la determinacién de la expresion genética de
algunas proteinas mas que el enfoque basado en la determinacion de algunas

especies (Trombelli, Farina, Silva, & Tatakis, 2018).

Entre los mecanismos de accién de las cepas probidticas que pudiesen tener un
impacto en la salud sistémica y gingival, lo que hace relevante el desarrollo de
su estudio, se encuentra abundante literatura cientifica. Stamatova y cols.
(2009) reporté que las cepas probidticas pueden bloguear los sitios de union en
el hospedero de las bacterias patégenas (Stamatova & Meurman, 2009).
Jacobsen y cols. (1999) menciond que las cepas probidticas pueden inhibir las
bacterias patégenas sin alterar la composicién de la microbiota comensal, lo

que podria aumentar el efecto benéfico (Jacobsen et al., 1999). Ince y cols.
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(2015) reporté que los probidticos pueden disminuir la produccién de TNF-a, IL-
8 y aumentar los niveles de TIMP-1 (Ince et al., 2015). Sookkhee y cols (2001) y
Koll-Klais y cols (2005) reportaron que la produccién de acido lactico por parte
de cepas probidticas de Lactobacillos, pueden penetrar la pared bacteriana de
especies patdogenas como Porphyromonas gingivalis, Estreptococos mutans y
Prevotella intermedia, inhibiendo su proliferacion (Koll-Klais et al., 2005;

Sookkhee, Chulasiri, & Prachyabrued, 2001).

Es necesario realizar mas ensayos clinicos aleatorizados doble ciego sobre
este tema, con mayor tamafio de la muestra e incorporando a pacientes con un
mayor nuimero de sitios con inflamacién severa. Existen estudios gue senalan
que cuando se utiliza el indice gingival como variable de resultado principal, las
diferencias significativas se observan entre los grupos solo en aquellos sitios en

los que presentan en el basal un valor de 2 o 3 (Montero et al., 2017).
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Vi. CONCLUSIONES

Los pacientes con gingivitis tratados con probidtico de L. rhamnosus como
adjunto a la terapia convencional presentan una mejora clinica en las variables
indice gingival, indice de placa bacteriana, indice de sangrado al sondaje,
profundidad de sondaje y nivel de insercién clinica sin presentar diferencias

estadisticamente significativas.

Los pacientes con gingivitis tratados con probidtico de L. rhamnosus como
adjunto a la terapia convencional no presentan diferencias estadisticamente
significativas en el recuento de periodontopatégenos A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis y T. forsythia que los tratados con el

método convencional.

Los pacientes con gingivitis tratados con probidtico de L. rhamnosus como
adjunto a la terapia convencional presentan una menor severidad del indice

gingival que los tratados con el método convencional.
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Vill. SUGERENCIAS

Se requieren mas estudios clinicos aleatorizados doble ciego bien disenados

que intenten determinar los efectos de probidticos en la salud periodontal.

Se requiere utilizar distintas cepas probidticas o combinacion de ellas de

manera de lograr potenciar sus efectos benéficos.

Se debe estudiar el efecto de los probidticos en relacién a la diabetes y a

embarazadas.

En el estudio de la gingivitis deben considerarse idealmente pacientes con

gingivitis severa (alto nimero de codigos 2 y 3).

Se debe seguir con el estudio del tratamiento de probidtico en pacientes

fumadores.
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IX. RESUMEN

INTRODUCCION: La gingivitis es una de las enfermedades periodontales mas
prevalente a nivel mundial. Su tratamiento y control es un tema muy relevante
ya que es considerada como un requisito para el subsecuente desarrollo de la
periodontitis. Ciertas especies bacterianas asociadas a la periodontitis como
Porphyromonas  gingivalis,  Aggregatibacter  actinomycetemcomitans y
Tannerella forsythia se encuentran también presentes en pacientes con
gingivitis desde temprana edad. Existe evidencia cientifica que sugiere que el
uso de probidticos puede lograr cambios clinicos y microbiolégicos,

posibilitando optimizar su tratamiento.

OBJETIVO: Evaluar el efecto del uso de Lactobacillus rhamnosus en los
parametros clinicos (indice de placa bacteriana, indice gingival, indice de
sangrado al sondaje, profundidad de sondaje y nivel de insercion clinica) y
recuento microbiano de P. gingivalis (Pg), A. actinomycetemcomitans (Aa) y T.
forsythia (Tf) en adolescentes y adultos-jévenes con gingivitis tratados con
terapia periodontal convencional versus terapia periodontal convencional y

probiético de Lactobacillus rhamnosus comparado con placebo.
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METODOLOGIA: Se realizé un ensayo clinico de disefio paralelo, aleatorizado,
enmascarado, con control mediante placebo. Se reclutaron por conveniencia
sujetos adolescentes y adultos jévenes con diagnostico de gingivitis inducida
por placa bacteriana que asistian a Pre-universitario, estudiantes de
odontologia o sujetos que asistian a Unidad de Diagndstico y Admision de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile y que cumplieron con los
criterios de inclusion. Sin diferencias de sexo o etnia. Cada uno fue asignado
aleatoriamente al grupo test o control. El grupo test (n=18) recibié un sobre con
polvo de disolucion oral, el que debié consumir 1 vez por dia, por 3 meses, que
contenia L. rhamnosus SP1 (1x10% UFC/ml). El grupo control (n=15) recibié un
placebo con las mismas caracteristicas que el del grupo experimental, pero sin
probidtico. Todos los participantes recibieron tratamiento periodontal no
quirdrgico, se les ensefo la técnica de Bass modificada y a utilizar seda dental.
Se consignaron los parametros clinicos y se tomaron muestras de biofilm
subgingival, para determinar el recuento de P. gingivalis, T. forsythia y A.
actinomycetemcomitans mediante PCR en tiempo real. Los parametros clinicos
y microbioldgicos fueron consignados en el tiempo basal, al finalizar la

intervencién con el probidtico/placebo, a los 3 y 6 meses de seguimiento. El
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analisis de datos se realiz6 segun intencion de tratar y se aplicaron pruebas

estadisticas segun la naturaleza de la variable.

RESULTADOS: Se detecté una disminucion en todas las variables clinicas
analizadas, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos. En el recuento del indice gingival segun severidad, pudo detectarse
diferencias estadisticamente significativas en el 0, 1 y 2. En el grupo Control se
detecto diferencias estadisticamente significativas solo en los cédigos 0 y 1. En
el analisis microbiolégico no se detecté diferencias estadisticamente
significativas en el recuento de P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans y T.

forsythia.

CONCLUSIONES: Los pacientes con gingivitis tratados con probiotico de L.
rhamnosus como adjunto a la terapia convencional presentan una mejora
clinica en las variables indice gingival, indice de placa bacteriana, indice de
sangrado al sondaje, profundidad de sondaje y nivel de insercién clinica,
presentando diferencias estadisticamente significativas en el codigo 2 del indice
gingival versus el control. No se detectd diferencias estadisticamente
significativas en el recuento de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y T.

forsythia.

rF
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. ANEXOS

Anexo N°1.

INFORME ANALISIS DE CONCORDANCIA INDICE KAPPA DE COHEN

Kappa
Profundidad de Sondaje 0.866
Posicidn de encia 0.877
Nivel de Insercién Clinico 0.820
Indice de Placa 0.935
indice de Sangrado 0.812
indice Gingival 0.842
Total (Promedio) 0.858
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)] Profundidad de Sondaje
Resumen de procesamiento de casos
Casos
Valido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Sondaje * Sondaje 978 93,3% 70 6,7% 1048 100,0%
Sondaje*Sondaje Tabulacién cruzada
Sondaje (2)
0 1 2 3 4 [Total
Sondaje 0 Recuento 13 0 0 0 0 13
% del total 13%| 0,0% | 0,0% | 0,0% |0,0%| 1,3%
1 Recuento 0 l 252 | 20 l 1 l 0 l 273
% del total 0,0% | 258% | 2,0% | 0,1% l 0,0%| 27,9%
2 Recuento 0 I 23 | 495 | 17 l 0 l 535
% del total 0,0%| 2,4% | 50,6% | 1,7% |0,0%| 54,7%
3 Recuento 0 ! 0 I 12 I 129 | 2 I 143
% del total 0,0%| 0,0% | 1,2% | 13,2% | 0,2% | 14,6%
4 Recuento 0 I 1 I 1 I 2 ; 10 l 14
% del total 0,0% ! 01% | 0,1% | 02% | 1,0% ' 1,4%
Total Recuento} 13 l 276 l 528 i 149 l 12 I 978
% del total} 1,3% | 28,2% | 54,0% | 15,2% | 1,2% | 100,0%
Medidas simétricas
Error
Valor estandar Aprox. S” Aprox. Sig.
MEdida de acuerdo Kappqd ,866 ,014 38,274 ,000
978

a. No se supone la hipotesis nula.

b. Utilizacion del error estandar asintdtico que asume la hipdtesis nula.
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)] Posicion de encia
Resumen de procesamiento de casos
Casos
Valido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
POS,iCi?n i 978 93,3% 70 6,7% 1048 100,0%
encia
Posicion de encia (2)
-2 -1 o 1 2. 3 Total
Posicion de -2 Recuento} 12 2 0 0 0 0 14
erels % del totall 1.2%| 02% | 0.0% | 0.0% ] 0.0% | 0.0% | 1.4%
-1 Recuento} 0O I 53 l 4 | 3 I 0 l 1 I 61
% del total} 0,0%| 5,4% I 0,4% | 0,3% , 0,0% l 0,1% I 6,2%
0 Recuento] 0O I 11 l 794 l 6 l 0 | 0 I 811
% del total} 0,0%| 1,1% [81,2% 0,6% | 0,0% I 0,0% ]82,9%
1 Recuento] O ‘ 0 l 4 ‘ 73 I 5 l 0 I 82
% del total} 0,0%| 0,0% I 04% | 7,5% I 0,5% l 0.0% | 8,4%
2 Recuentg] O I 0 l 0 l 0 I 9 | 0 l 9
% del total} 0,0%| 0,0% I 0,0% | 0,0% I 0,9% l 0,0% | 0,9%
3 Recuentoy 0 l 0 | 0 l 1 l 0 l 0 I i
% del total} 0,0%| 0,0% | 0,0% | 0,1% | 0,0% | 00% | 0,1%
Total 12 66 802 83 14 | 1 978
Recuent© 1 ou| 6.7% | 82.0% | 85% | 1.4% | 0.1% [100,0%
Medidas simétricas
Error
Valor estandar Aprox. s° Aprox. Sig.
IMEdida de acuerdo Kappq ,877 ,019 39,135 ,000
978




a. No se supone la hipétesis nula.

b. Utilizacién del error estandar asintético que asume la hipétesis nula.

Ill) Nivel de Insercion Clinico
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Casos
Valido Perdidos Total
N |Porcentaje| N |Porcentaje] N |Porcentaje
Nivel de Insercién (1) * Nivel de Insercion (2) o78| 933% lo| 67% 1048 100.0%
Nivel de Insercion (2)
6| -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 [Total
Nivel de Insercion (1) -6 Recuento 11 0] 1 1 0 0 of of o 3
% del total 0,1%10,0%10,1%10.1% [0,0% 0.0% [0,0%0.0%|0,0%0,3%
-5 Recuento 1! 1’ 1| OI 0] OI 0‘ OI ol 3
% del total 0,1%[0,1%0,1%0,0% [0,0% [0,0% [0,0%0,0%|0,0%0.3%
-4 Recuento OI 3i12 I 7| 0! Ol OI 0! 0 |22
% del total 0,0%0,3%1,2%0.7% [0,0% |0.0% [0,0%0,0%0.0%2,2%
-3 Recuento 0' 0! 3|133 |14 I 1 I Ol 1 | 0 I152
% del total 0,0%10,0%0,3%|13,6%/1,4% 10,1% [0,0%|0,1%|0.0%15,5%
-2 Recuento 0! Oi 0 |21 |445 IZD | 1 I 0‘ 0 1487
% del total 0,0%10,0%0,0%2,1% 145,5%[2,0% |0,1%0,0%|0,0%49 8%
= Recuento Ol Ol Dl 1 Izs |239 l 7I ol 0 |27o
% del total 0,0%[0,0%[0,0%0.1% [2,4% |24.4%(0,7%/0.0%|0.0%[27 6%
0 Recuento 0! OI Gl OI Ol 2 |27 ! 5[ 0 !34
% del total 0,0%0,0%0,0%/0,0% 0.0% [0.2% |2.8%0.5%|0.0%3,5%
1 Recuento Ol 0[ Ol OI Ol 1! Ol 5' 1] 7
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% del total 0,0%0,0%0,0%/0,0% {0,0% [0,1% [0,0%0,5%/0,1%0,7%
Total Recuento 4117 (863 482 263 [35 [11 1978
% del total 0,2% [0,4%1,7%[16,7%[49,3% [26,9% [3,6%[1,1%0,1% 100,0%
Medidas Simétricas
Error
Valor estandar Aprox. s° Aprox. SL
IMEdida de acuerdo Kappd ,820 ,016 39,908 ,000
978
a. No se supone la hipétesis nula.
b. Utilizacion del error estandar asintdtico que asume la hipétesis nula.
IV) indice de Placa Microbiana
Casos
Valido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
indice de
Placa (1) 978193,3% 70 6,7% |1048 100,0%
indice de Placa (2)
0 1 Total
Indice de Placa (1) 0 Recuento 814 7 821
% del total 83,2% l 0,7% , 83,9%
1 Recuento 10 | 147 ’ 157
% del total 1,0% ' 15,0% I 16,1%
Total 824 l 154 t 978
i 843% | 157% | 100.0%




Medidas Simétricas
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Error
Valor estandar Aprox. s° Aprox.Sig.
IMEdida de acuerdo Kappa| ,935 016 29,242 ,000
978

a. No se supone la hipdtesis nula.

b. Utilizacion del error estandar asintético que asume la hipétesis nula.
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Casos
Valido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Sangrado (1) *
lindice 978 93,3% 70 6,7% 1048 100,0%
indice Sangrado (2)
Si No Total
Sangrado (1) No Recuento 602 36 638
% del total 61,6% I 3,7% l 65.2%
Si Recuento 45 l 293 l 338
% del total 4,6% l 30,0% I 34,6%
2 Recuento 0 l 2 t 2
% del total 0,0% I 0,2% | 0,2%
Total Recuento 647 l 331 | 978
% del total 66,2% l 33,8% ’ 100,0%
Medidas Simétricas
Error
Valor |estandar Aprox. s’ Aprox. Sig.
IMEdida de acuerdo Kapp 812 ,020 |25,485 ,000
978

a. No se supone la hipétesis nula.

b. Utilizacion del error estandar asintético que asume la hipétesis nula.




V) indice Gingival

o7

Casos
Valido Perdidos Total
N [Porcentaje] N |Porcentaje] N |Porcentaje
Indice Gingival (1) * Indice Gingival (2) 628 50.9% la20| 40.1% |1048 100.0%
Indice Gingival (2)
0 1 2 Total
IIndice Gingival (1) 0 Recuento 227 18 3 248
% del totalf 36,1% | 2,9% l 0,5% l 39,5%
1 Recuento 17 I 249 I 8 l 274
% deltotall] 2,7% | 39,6% l 1,3% I 43,6%
2 Recuento 4 I 12 l 0 l 106
% deltotall  0,6% l 1,9% | 14,3% l 16,9%
Total 248 | 279 ] 101 l 628
Recuento 395% | 444% | 164% | 100.0%
Medidas Simétricas
Error
Valor |estandar Aprox. g Aprox. Sig.
IMEdida de acuerdo Kap ,842 ,019 128,259 ,000
628

a. No se supone la hipdtesis nula.

b. Utilizacidon del error estandar asintdtico que asume la hipétesis nula.
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Facultad de Odontologia Proyecto de Investigacion Fondecyt
Universidad de Chile Académico Responsable: Jorge Gamonal

CONSENTIMIENTO INFORMADO - PADRES O APODERADOS

Antecedentes Generales

Su hijo o pupilo ha sido invitado a participar voluntariamente en un estudio patrocinado por
Fondecyt Regular, titulado “Efecto clinico y microbiolégico de Lactobacilos Rhamnosus
adjunto a la terapia periodontal convencional en pacientes adolescentes con gingivitis”.
Estas enfermedades periodontales (gingivitis y periodontitis) corresponde a una infeccion

de los tejidos alrededor del diente y con el tiempo y sin tratamiento puede generar una lesién
destructiva en los tejidos que rodean la raiz del diente.

El tratamiento de estas lesiones es la eliminacidn de la placa bacteriana acumulada
alrededor del diente, con el objetivo de eliminar la infeccién y evitar las complicaciones
asociadas a esta enfermedad.

En términos generales, el objetivo del presente estudio es caracterizar la presencia de las
bacterias localizadas alrededor del diente y conocer la presencia de algunos indicadores de |a
respuesta defensiva del sujeto, como la deteccion de ciertos mediadores involucrados en
inflamacion.

Con este fin se incluirdn adolescentes con gingivitis (enfermedad en estudio) y otros
adolescentes sanos, en los que ademas del tratamiento periodontal de eliminar la placa
bacteriana, el tartaro presente y efectuar la ensefianaza de técnica de cepillado, se
procederd a tomar muestras bioldgicas de la placa bacteriana y del fluido gingival crevicular.
En el presente estudio habra un grupo placebo, y las personas afectadas por gingivitis o
periodontitis recibirdn tratamiento estdndar o experimental con probidticos.

Este formulario sera explicado por el investigador y se entregars a los participantes para su
lectura. El participante podra retirarse del estudio en cualquier momento que lo desee y sus
datos seran eliminados a partir de ese momento.

Procedimiento de toma de las muestras
Se incluirdn pacientes con diagnéstico de gingivitis y controles sin la enfermedad, que no
presenten enfermedades generales. Una vez realizado el diagnéstico se tomaran las
muestras bioldgicas (mediante un cono de papel y una tira de papel absorbente en la
unién de la encia con el diente) al inicio del estudio, luego a los 6 y 12 meses.

Durante el tratamiento, en forma aleatoria se designard que grupo de pacientes estara
usando probidticos (microorganismos vivos que al ingerirse ejercen efectos benéficos para
la salud) durante 6 meses y que grupo de pacientes estard sin usar probidticos.

La duracidn del estudio sera, por tanto de un afio en pacientes que se realicen tratamiento
periodontal. El financiamiento del tratamiento sera responsabilidad del estudio, y los
andlisis de muestras seran financiados por el proyecto, asi como el estudio radiogréfico
requerido para éste.

El total de muestras y datos obtenidos serdn registrados e identificados por el investigador
responsable mediante cédigos para su utilizacién exclusiva en el desarrollo del presente
estudio. Los datos personales e identificacion de los sujetos participantes serdn

Dpto. de Odontologia Conservadora/Olivos N°943, Independencia®: 9781839
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confidenciales y se utilizaran cddigos para mantener oculta la identidad de los
participantes. En caso de manifestar interés en los resultados de los anélisis efectuados,
los interesados pueden acceder a esta informacidn solicitandola al investigador
responsable. Los sujetos participantes pueden retirarse del estudio en cualquier momento
que estimen conveniente, sin perjuicio de su tratamiento odontolégico. En este caso, solo
se estudiardn las muestras obtenidas con anterioridad al retiro del sujeto.

Los pacientes que luego de ingresar al estudio manifiesten después del andlisis clinico que
no han obtenido la mejoria deseada, serdn atendidos profesionalmente sin costo alguno
por los profesionales integrantes del proyecto de investigacién.

Beneficios de participar en el estudio

Como ventaja de participar en el presente estudio, a todos los pacientes participantes del
mismo se les hard entrega de todos los elementos necesarios para la higiene bucal (cepillo
dentario, cepillo interproximal, seda y enjuagatorios).

Otra ventaja es que se les dara a conocer y se consignara en su ficha clinica los resultados
de los andlisis que resultan de las muestras biolégicas tomadas a los pacientes.

En relacién con el tratamiento periodontal, en el tratamiento realizado por el suscrito, se
haré una rebaja de un 50% del arancel que la Facultad tiene dispuesto cobrar para tales
efectos.

Riesgos de participar el estudio

La desventaja de participar en el presente estudio, es que los pacientes seleccionados seran
sometidos a la toma muestra de placa bacteriana y de fluido gingival crevicular (que no
requiere anestesia, y es inocua para el paciente)

En caso de alguna dificultad, los teléfonos de contacto del investigador responsable: Jorge
Gamonal, son: 9781839, 9781838, y 2324232

En la situacién de tener un imprevisto gastrointestinal por el uso de probidticos, contactarse
con el Investigador Principal, quién derivard inmediatamente al Dr. José Manuel Manriquez,
integrante del presente proyecto de investigacion.

Se sefiala ademas, que en el presente estudio no hay retribucién econémica.

Dpto. de Odontologia Conservadora/Olivos N°943, Independencia®: 9781839/Casilla 1903
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTQ INFORMADO

Declaro haber comprendido las explicaciones que se me han facilitado, en un lenguaje claro
y sencillo, y el facultativo me ha permitido realizar todas las observaciones y preguntas
necesarias, resolviéndome todas las dudas que le he planteado, sefaldndome ademés que
habra absoluta confidencialidad en los datos por mi entregados.

También comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de dar explicacion alguna
puedo revocar el consentimiento que ahora presto para participar en el presente Proyecto de
Investigacion, y que frente a cualquier duda puedo ademas consultar con el Presidente del
Comité de Etica de la Facultad de Odontologia, Dr. Juan Cortés, en el fono: 9781701.
Ademas se me ha aclarado, que en caso de no dar mi consentimiento, el profesional
procederd de todas maneras a realizar el mencionado tratamiento periodontal.

Identificacion Paciente
Nombre:

Identificacion Tutor o Padre del participante
Nombre
Fono

Firma Fecha:

Identificacion del inv que toma el CI
Nombre:
Fono

Firma Fecha:

Identificacién Inv. Resp.
Nombre:
Fono

Firma Fecha:

Dpto. de Odontologia Conservadora/Olivos N°943, Independencia®: 9781839/Casilla 1903
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Asentimiento Informado - Adolescentes

Antecedentes Generales

Usted ha sido invitado a participar veluntariamente en un estudio patrocinado por Fondecyt
Regular, titulado “Efecto clinico y microbioldgico de Lactobacillus Rhamnosus adjunto a la
Terapia periodontal convencional en pacientes adoiescentes con gingivitis”.

Las enfermedades periodontales (gingivitis y periodontitis corresponden a una infeccién de
los tejidos alrededor del diente y con el tiempo y sin tratamiento puede generar una lesién
destructiva en los tejidos que rodean la raiz del diente. El tratamiento de estas lesiones es
la eliminacion de la placa bacteriana acumulada alrededor del diente, con el objetivo de
eliminar fa infeccién y evitar las complicaciones asociadas a esta enfermedad.

En términos generzles, el objetivo del presente estudic es caracterizar la presencia de las
bacterias localizadas zlrededor del diente y conocer si el probidtico como adjunto al trata-
miento periodontal convencional mejora ia respuesta de los tejidos periodontales.

Con este fin se incluirdn adolescentes con gingivitis (enfermedad en estudio) en las que
ademds del tratamiento periodontzi de eliminar la placa bacteriana, el tartaro presente y
efectuar la ensefianza de técnica de cepillado, se procederd a tomar muestras bioldgicas

de la placa bacteriana y del fluido gingival crevicular.

Este formulario sera explicado por el investigador y se entregara a los participantes para su
lectura. El participante podré retirarse del estudio en cualquier momento que lo desee y sus
datos seran eliminados 2 partir de ese momento.

Procedimiento toma de las muestras

Se incluirén pacientes con diagndstico de gingivitis, que no presenten enfermedades
generales. Una vez realizado el diagnéstico se tomardn las muestras bioldgicas (mediante un
cono de papel y una tira de papel absorbente en el surco gingival) al inicio del estudio, luego
alos 6y 12 meses.

Durante el tratamientc en forma aleatoria se designara qué grupo de pacientes estara
usando probidticos durante 3 meses y qué grupo de pacientes estard sin usar probidticos.

El financiamiento del tratamiento serd responsabilidad dei estudio, y los
andlisis de muestras serdn financiados por el proyecto, asi como el estudio radiogréfico

si fuese requerido para éste.

El total de muestras y datos obtenidos seran registrados e identificados por el investigadar
responsable mediante cddigos para su utilizacién exclusiva en el desarrollo del presente
estudio. Los datos personales e identificacion de los sujetos participantes serén
confidenciales y se utilizardn cédigos para mantener oculta Ia identidad de los
participantes. En caso de manifestar interés en los resultados de los anélisis efect
los interesados pueden acceder a esta xnformacmn solicitédndola a! investi gadorV

se estudiaran las muestras obtenidas con anterioridad al retire del 5u3eto
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Beneficios de participar en el estudio

Como ventaja de participar en el presente estudio, a todos los pacientes participantes del
mismo se les hara entrega de todos los elementos necesarios para la higiene bucal (cepillo
dentario, cepillo interproximal, seda y enjuagatorios).

Otra ventaja es que se les dara a conocer y se consignara en su ficha clinica los resultados
de los andlisis que resultan de las muestras biolGgicas tomadas a los padientes.

En relacidn con el tratamiento periodontal, en el tratamiento realizado por el suscrito, se
hara una rebaja de un 50% del arancel que la Facultad tiene dispuesto cobrar para tales
efectos.

Riesgo de participar el estudio

La desventaja de participar en el presente estudio, es que los pacientes seleccionados seran
sometidos a la toma de una muestra de placa bacteriana y de fluido gingival crevicular (que
no requiere anestesia, y es inocua para el paciente).

En caso de alguna dificultad, los teléfonos de contacto del investigador responsable: Jorge
Gameonal, son: 9781702, 9785047.

En la situacion de tener un imprevisto gastrointestinal por el uso de probidtices, contactarse
con el Investigador Principal, quién derivara inmediatamente al Dr. José Manuel Manriquez,
integrante del presente proyecto de investigacion.

Se sefiala ademés que en el presente estudio no hay retribucién econdmica.

Declaro

Haber comprendido Ias explicaciones que se me han facilitado, en un lenguaje claro y
sendillo, y el facuitativo me ha permitido realizar todas las observadiones y preguntas
necesarias, resolviéndome todas las dudas que le he planteado, sefialdndome ademads que
habrd absoluta confidencialidad en los datos por mi entregados.

También comprendo gue, en cuzlquier momento vy sin necesidad de dar explicacién alguna
puedo revocar el consentimiento que ahora presto para participar en el presente Proyecto de
Investigacion, y gue frente a cualquier duda puedo ademas consultar con el Presidente del
Comité de Etica de la Facultad de Odontologia, Dr. Juan Cortes, en el fono: 9781701.
Ademds se me ha aclarado, que en caso de no dar mi asentimiento, el profesional procederd
de todas maneras a realizar el mencionado tratamiento periodontal.

Identificacién Paciente Identificacion Inv. Resp. Testigo
Nombre: Nombre: Nombre:
Rut: Rut: Rut:
Fono: Fono: Fono:
Firma Firma Firma

Fecha:

Fecha de Edicion: 19.08.2012
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