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I. INTRODUCCIÓN

La gingivitis inducida por placa microbiana es la enfermedad periodontal más

prevalente a nivel mundial, se caracteriza par la inflamación de los tejidos que

rodean al diente sin producir pérdida de inserción periodontal (Albandar, 2002).

Es causada por la acumulación de bacterias a nivel del margen gingival, aunque

la composición de la microbiota asociada con la gingivitis difiere de aquella

encontrada en los pacientes sanos, no hay bacterias específicas que sean

patognomónicas 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, 2A13). Ciertas especies bacterianas asociadas a la periodontitis

como Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y

Tannereila forsythia se encuentran también presentes en pacientes con

gingivitis, encontrándose en el biofilm microbiano desde temprana edad (S. M.

Lee et al., 2005; Morinushi, Lopatin, Van Poperin, & Ueda, 2000; Müller.

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

Kent. 1998).
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Las medidas preventivas y/o terapéuticas que permitan facilitar o mejorar su

control son por lo tanto impoñantes, mucho más si se considera que la gingivitis

y la periodontitis son consideradas parle de un proceso inflamatorio confinuo

(Sanz et al., 2015).

El tratamiento de la gingivitis se ha basado en la implementación de medidas de

control de placa microbiana, ejecutadas por los pacientes y el profesional

(Chapple et a|.,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, 1gg1; Tennert et al.,

2014)- En este contexto, es que ha emergido como una nueva estrategia de

tratamiento complementaria el uso de probióticos, los que poseerían

propiedades antibacterianas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras (Teughels,

Loozen, & Quirynen, 2011).

Los probióticos son microorganismos vivos que cuando son administrados en

cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del hospedero (OMS,

2006). Lactabacillus rhamnosus (L. rhamnosusl está dentro de las especies

crobióticas más estudiadas, existiendo estudios in vitro, que demuestran un
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fuerte efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Sfrepfococcus sobrlnus,

Sfrepfococcus mutans, Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) y

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A- actinomycetemcamitansJ en placas

de agar (Teanpaisan, Piwat, & Dahlén, 2011).lnhibiría además la acción de las

enzimas glicosiltransferasas impidiendo la síntesis de glucanos en la formación

de la biopelícula microbiana (Meurman, 2005).

Como no existen estudios que determinen el efecto clínico y microbiológico de

L. rhamnosus como coadyuvante en el tratamiento convencional de la gingivitis

y dado que en adolescentes y adultos jóvenes se presenta una menor

prevalencia de periodontitis el propósito del presente estudio es determinar las

diferencias clínicas y microbiológicas en adolescentes y adultos-jóvenes con

gingivitis al ser tratados con probiótico adjunto a la terapia convencional.

ASPECTOS TEÓRICOS

Etiología de la Gingivitis

La gingivitis inducida por placa microbiana es una de las enfermedades

periodontales más frecuentes y afecta a poblaciones dentadas de cualquier

edad (Eke et al.. 2A14. Los estudios de prevalencia en Chile han informado que

comienza a temprana a edad, a los 2 años se reportó un32,6a/o, a los 4 años un



45'4, a los 6 años un 55,1%y a los 12 años de edad un 66,9% (soto & Jara,

2009; Soto & Tapia, 2007). Los estudios de prevalencia a nivel mundial indican

que es la enfermedad periodontal más prevalente, aumenta con la edad y

habitualmente es más afectado el sexo masculino (Elías-Boneta et al., 2A17;

ldrees, Azzeghaiby, Hammad, & Kujan, 2014; lgic et al., 2012; Li et al., ZA10;

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

Comienza en el margen gingival y puede continuar afectando a los demás

tejidos del periodonto. Entre los cambios histopatológicos se produce una

proliferación del epitelio de unión a nivel del estrato basal, produciendo la

migración celular lateral y apical, vasculitis de los vasos sanguíneos adyacentes

al epitelio de unión, progresiva destrucción de la red de fibras colágenas, con

cambio en los tipos de colágeno, alteración citopatológica de los fibroblastos

residentes y un progresivo infiltrado celular inflamatorio (Armitage, 1995; Page

& Schroeder, 1976).

Se caracteriza clínicamente por presentar agrandamiento del contorno gingival

cebido a edema, o fibrosis, cambio de color a rojo o rojo azulada (Polson &

Goodson, 1985), aumento en la temperatura del surco gingival. sangrado al

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

tr



Aunque la composición de la microbiota asociada con la gingivitis inducida por

placa microbiana difiere de aquella encontrada en los pacientes sanos, no hay

bacterias específicas que sean patognomónicas 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 a|.,2013). Los sitios

saludables son asociados con microbiota Gram positivo, con una

representación importante de Sfrepfococcus spp. y Actinomyces spp. (R. P.

Teles, Haffajee, & socransky, 2006). La microbiota adyacente a los sitios

enfermos tiene una más alta cantidad de bacilos Gram negativo y formas

móviles incluyendo espiroquetas, Fusobacterium nucleatum y Bacteroides

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

La biopelícula o placa dental que se desarrolla en el surco gingival se encuentra

influida por la secreción de fluido gingival crevicular. Socransky y cols (1998),

propusieron una clasificación de los consorcios bacterianos en esta zona, con

un código de colores. El complejo amarillo está constituido por los

colonizadores pioneros, anaerCIbios facultativos y fermentadores, en su mayoría

slreplococcus spp. (s. mlfrs, s. oralis, s. sangurs, s. gordonii). Asociado a este

6



complejo, mediante coagregación, se encuentra el compleja azul, constituido

por especies del género Actinomyces. El complejo púrpura comprendería las

especies Actinomyces odontolyticus y Veillonella párvula, colonizadores

secundarios que se asocian a la biopelícula cuando disminuye el oxígeno

presente. El complejo verde está compuesto de microorganismos anaerobios

como Capnocytophaga spp., Campylobacter conclsus, Eikenella corrodens y

Aggregatibacter actinomycetemcomitans todos característicos de biopelículas

maduras. El complejo naranja se caracteriza por la presencia de Fusobacterium

(F. nucleatum y F. periodonticum), Prevotella (P. intermedia, P. nrgrescens) y

Peptostrepfococcus micros, que hacen de puente entre las comunidades

pioneras (complejos amarillo, azul, púrpura y verde) y microorganismos

patégenos. Asociados al complejo naranja se encuentran otras especies

características de la placa subgingival como Synergr'sfes, Eubacterium

nodatum, Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter

gracilis y Streptococcus constellatus. Es frecuente la aparición de agrupaciones

bacterianas en forma de "mazorca" o "escobilla". Finalmente, el complejo rojo

está constituido por tres microorganismos anaerobios: Tannerella forsythia,

Porphyromonas gingivalis y Treponema dentícola, los cuales se encuentran

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

7
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se relacionan con la respuesta inflamatoria que se produce en esta patología

(Socransky et al., 1998).

En los estudios de gingivitis experimental todos los participantes desarrollan

algún grado de inflamación gingival en respuesta al acúmulo de placa

microbiana, sin embargo la susceptibilidad a la gingivitis varía

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. párvula y especies de Treponemas (Haffajee, Teles, &

Socransky, 2006). De acuerdo a Moore (1987), la especie Actinomyces catalasa

positivo (usualmente A. v¡scosus /l 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

más se asocian a la presencia de gingivitis se encuentran las especies de

Actinomyces, V. páruula (complejo púrpura), C. gingivalis, C. ochracea, C.

sputigena (complejo verde), C. recfus, C. showae, F. nucleatum , P. nlgresens,

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



De acuerdo a Kistler {2013), al utilizar métodos independientes de cultivos

microbiológicos (pirosecuenciación plataforma 454), entre las especies más

asociadas con gingivitis se encuentra al Fusobacterium nucleatum subsp.

palymorphum, Lachnospiraceae spp, Lautropia spp, y Prevatella oulorum

(Kistler, Booth, Bradshaw, & wade,2013). Huang (2011), utilizando la misma

técnica encontró que los géneros más asociados a la enfermedadfueran TM7,

Leptotrichia, Selenomonas, Sfrepfococcus, Veitlonetla, Prevotella, Lautropia,

l-laemophilus, Sfrepfococcusy Fusobacterium (Huang et al., 201 1).

De acuerdo a Socransky y Haffajee |2002\, entre los colonizadores prirnarios en

la formación de la placa microbiana se encuentran predominantemente

bacterias pertenecientes a los complejos azul, amarillo, verde y púrpura, entre

ellos las especies de Actinomyces destacan en abundancia {Socransky &

Haffajee, 2AA4.

Ciertas especies bacterianas asociadas a la periodontitis como Porphyromonas

gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Tannerella forsythia se

encuentran también presentes en pacientes con gingivitis, encontrándose en el

o ofllm microbiano desde temprana edad (s. M. Lee et al., 2005; Morinushi et

a 2000; Müller et al., 2oa1; Tanner et al., 1998). Porphyromonas gingiyalrs es

I



10

un bacilo corto, pleomórfico, Gram (-), anaeróbico, sin embargo puede

sobrevivir por un coño 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 ácida y alcalina, cápsula y otras

proteasas tóxicas (Davey, 2006; Kadowaki et al., 2000). Tannerella forsyfhra es

un anaerobio estricto, de forma bacilar con puntas ahusadas (fusiformes), entre

los factores que facilitan su colonización se encuentra su capacidad de

adhesión a otras células, a componentes sanguíneos y de la matriz extracelular,

la que estaría relacionada con la capa S de la cápsula (Holt & Ebersole, 2005) y

con una proteína de superficie (proteína BspA) (o'Brien-Simpson, Veith,

Dashper, & Reynolds, 2004). Aggregatibacter actinomycetemcamitans es un

bacilo Gram (-), microaerofílico, con formas cocoides que quedan en los

extremos, inmóviles. Posee multitud de componentes y sustancias que lo hacen

especialmente patógeno, pudiendo dañar 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, lipopolisacárido, proteínas

de la membrana externa (proteínas EmaA) y Aae, el polímero extracelular PGA

v vesículas (Fine, Kaplan, Kachlany, & Schreiner, 2006). Estos

ricroorganismos 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,

evasión de las defensas del huésped, invasión de los tejidos del huésped y

producir daño tisular directo (Serrano, Sanz, lniesta, & Herrera, 2008).

Las enfermedades periodontales en la actualidad son consideradas

enfermedades crónicas no transmisibles (Morales, Bravo, Baeza, werlinger, &

Gamonal,2016), su etiología se encuentra relacionada con una disbiosis del

sistema (Hajishengallis, Darveau, & curtis, 2a12), donde la microbiota que

habitualmente se encuentra en un estado de simbiosis con el hospedero, sufre

cambios que altera el balance ecológico y la homeostasis del sistema,

transformándola en una microbiota disbiótica (Sebastián Domingo & Sánchez

Sánchez, 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, 2A14.

El tratamiento de la enfermedad se basa en crear e implementar un programa

Ce control de placa microbiana (instruccién de higiene oral) y el debridamiento

:e las superficies (destartraje supragingival y pulido coronario) (Sculean et al.,

20A4), además de la eliminación de factores modificadores locales.



12

Normalmente para ello se utilizan instrumentos mecánicos, sónicos y

ultrasónicos (Drisko et al., 20a0; 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, 201s).

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., 2A14).

En este contexto, es que ha emergido como una nueva estrategia de

tratamiento complementaria, el uso de probióticos, los que poseerían

propiedades antibacterianas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras (Teugheis

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

Hipócrates (460 a.C - 377 a.C), el médico griego considerado como el creador

de la verdadera Medicina, decía: "Haz que tus alimentos sean tus medicinas y

que tus medicinas sean tus alimentos". Élie Metchnikoff i1B4S-1g16) fue un

zoólogo y microbiólogo ruso, Premio Nobel de Medicina y Fisiología en 1g08, en

la última década de su vida fijó su atención en una población de Bulgaria donde

existía un increíble número de personas ancianas (centenarias) a pesar de ser

uno de los países más pobres. Detectó que las personas de Bulgaria

consumían grandes cantidades de yogurt que contenían bacterias fermentantes

lácticas. Metchnikoff logré aislar la bacteria responsable de la produccién del

yogurt y la utilizé para sus investigaciones cimentando los inicios de la

probiótica. Metchnikoff se volvió un flrme defensor del concepto que la dieta

puede proteger el cuerpo de la invasión de patógenos y en consecuencia

mejorar y prolongar la vida. Fue la primera persona en desarrollar un preparado

terapéutico utilizando Lactobacillus spp. en forma de cápsula para ingerir

oralmente denominad a Lactobacillin"

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

nombrar a los productos de la fermentación gástrica. Esta palabra se deriva de
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los vocablos, del latín "pro" que significa por o a favor de, y del griego "bios,, que

significa vida (Lilly & Stillwell, 1985).

En el 1989, R. Fuller definió a los probióticos 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, 1g8g).

En el año 1998 el "lLSl'(lnternational Life Science lnstitute) definió a los

probióticos como: "microorganismos vivos, que cuando son ingeridos en

cantidades suficientes, tienen efectos beneficiosos para la salud, lo que va más

allá de los efectos nutricionales convencionales, afectan beneficiosamente a

una o varias funcíones 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 probiético fue adoptado en el 2003, microorganismos vivos que

cuando son administrados en una cantidad adecuada le otorgan beneficios a los

pacientes. Científicos 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

probióticos, eliminando el hecho de que los microorganismos tengan que estar

vivos en su administración (Meurman, 2005).

En las aplicaciones gastrointestinales ha sido recomendado que los probióticos

sean combinados con prebióticos. Las especies de probióticos peftenecen

principalmente a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium.

Es esencial para los microorganismos el resistír las condiciones del medio

ambiente oral y los mecanismos de defensa, deben ser capaces de adherirse a

superficies cubiedas por saliva, colonizar y crecer en la boca y habitar con

patógenos orales. Los probióticos en la salud oral han sido evaluados

primariamente en el manejo de la caries dental (Ahola et al., z}az; Qaglar,

Kavaloglu cildir, Ergeneli, sandalli, & Twetman, 200g, Rodríguez et al., 2016).

Lactobacillus rhamnosus GG fue aislada en 1983 del tracto gastrointestinal de

un individuo sano; descrita por Gorbach y Goldin (de cuyas iniciaies se originó

su denominación) y patentada en 1985 (Gorbach, 1996). Esta cepa está

registrada en la American Type Culture Collection (ATCC) con el número

53103. Lactobacillus rhamnosus GG fue clasificado originalmente como L.



16

acidophilus, posteriormente como L. casel y finalmente como L. rhamnosus

cuando se describió la totalidad de su genoma (Brunser T,2a13). Goldin y

colaboradores demostraron que Lacfobacillus rhamnosus GG sobrevivía el paso

a lo largo del tubo digestivo (Alander et al., 1999), persistía por cuatro días en

las heces del 87% de los voluntarios que lo habían ingerido y era detectable en

el 33% de ellos hasta los siete días (Majamaa, lsolauri, Saxelin, & Vesikari,

1995). Es uno de los probióticos más frecuentemente utilizados a la fecha, sin

embargo, se ha reportado que es incapaz de establecerse como residente

permanente en la cavidad oral (Segers & Lebeer,2A14). No obstante aquello,

existe evidencia que sugiere que si el probiótico es consumido en forma regular,

puede llegar a establecerse por periodos de tiempo prolongados y así lograr

ejercer efectos mantenidos (Meurman, 2005; yli-Knuuttila, snáll, Kari, &

Meurman, 2005).

Teughels y cols. (2007) describieron que la aplicación de bacterias benéficas en

perros Beagle después de la terapia periodontal no quirúrgica, retardaba la

recolonización de microorganismos patógenos y reducía la inflamación de los

tejidos periodcntales (Teughels et al., 2007). Estudios en humanos con

pertodontitis encontraron una reducción en el sangrado al sondaje, ínCice de

olaca e índice gingival después de la aplicacién de probióticos (Meurman, 2005;
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Yli-Knuuttila et al., 2006). Otros estudios no han encontrado efectos clínicos de

los probióticos en la enfermedad periodontal (lniesta et al., za1z., J.-K. Lee, Kim,

Ko, Ouwehand, & Ma,2015). La mayoría de estos estudios han sido llevados a

cabo en individuos con una biopelícula dental ya establecida, lo que hace difícil

que las bacterias probióticas puedan incorporarse y modificarla {socransky &

Haffajee, 20CI2). Como es sabido, los antibióticos son más efectivos cuando Ia

biopelícula ha sido desorganizada, de la misma forma sucedería con los

probióticos.

Se han propuesto algunos mecanismos de acción de los probióticos a nivel oral,

entre ellos es posible mencionar, interacciones direcias en la biopelícula dental

a través de acciones en la formación de ésta, en el metabolismo de sustratos y

producción de sustancias antimicrobianas, así como acciones indirectas,

pudiendo actuar como moduladores del sistema inmune, tener efecto sobre

mecanismos de defensa no inmunolégicos, en la regulación de la permeabilidad

de las mucosas, y a través de la generación de una presión en el desarrollo de

microbiota oral a través de la colonización de especies menos patogénicas

(Saha, Tomaro-Duchesneau, Tabrizian, & Prakas h, 2ü 1 2).
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A nivel periodontal se ha estudiado el efecto de los probióticos en la

periodontitis con el objetivo de subsanar las limitaciones de la terapia no

quirúrgica y el uso de antibióticos. Se reportó un mayor aumento en los niveles

de inserción clínica y una mayor disminución de la profundidad de sondaje,

índice gingival, índice de placa, índice de sangrado al sondaje y conteo de p.

gingivalis, A. actinomycetemcomitans y P. intermedia en los pacientes a los que

se le administró comprimidos de disolución oral de Lactobacillus reuteri en

conjunto con el pulido coronario y radicular versus el placebo (Tekce et al.,

2015). Resultados similares en la profundidad de sondaje, índice de placa y

presencia de patógenos periodontales se reportó en pacientes fumadores con

periodontitis crónica a los que se le administró comprimidos de disolución oral

de Lacfobacillus salivarius (Mayanagi et al., 2009). En el grupo que recibió

comprimidos de disolución oral de L. reuteri sin pulido y alisado radicular, se

presentó una mayor disminución de la profundidad al sondaje, índice de placa e

índice de sangrado, versus el placebo (vicario, santos, violant, Nart, & Giner,

2013). Además se observó una disminuclón del volumen del fluido gingival

crevicular, TNF- q, lL-6 e lL-8 en el grupo experimental de goma de mascar con

L. reuterial sercomparado con la medición basal (Twetman etal.,2009). En el

grupo de L. salivarius, se observó una disminución en los niveles de lactoferrina

salival en inciividuos fumadores al ser comparados con los del grupo control
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(Shimauchi et al., 2008). No se reportaron efectos adversos en la administración

de L. reuteri (vicario et al., 2013) ni L. salivarlus (Mayanagi et al., 2009).

Además existe evidencia que Ia administración de probióticos 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 Probióticos: Revisiones Sistemáticas

Existen pocas revisiones sistemáticas sobre el tema, entre ellas es posible

mencionar a Teughels (2011) quien señala que los probióticos tienen un efecto

positivo al disminuir la microbiota patógena oral, y un efecto más limitado sobre

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

Yanine y cols (2013), menciona que la efectividad de los probióticos en la

prevención y tratamiento de las enfermedades periodontales es cuestionable ya

que existe insuficiente nivel de evidencia que sustente el hecho que la ingesta

sistemática de probióticos beneficie a los pacientes con enfermedad periodontal

(Yanine et al., 2O13).

Saha y cols (2012), menciona que una formulación específlca de probióticos

debería servir como una estrategia preventiva o de tratamiento de las

enfermedades periodontales, entendiendo que el rol de la microbiota bucal es

ciave en el desarrollo de las enfermedades dentales. sin embargo

nvestigaciones que traten sobre la eficacia clínica, optimización de la dosis,

mecanismos de acción y otros parámetros relacionados son aún insuficientes

lSaha et al., 2A12).
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Meurman y cols (2005), menciona que los datos sobre el efecto de los

probióticos en la cavidad oral son aún escasos. Dado que los problemas sobre

la resistencia a los antibióticos sigue aumentando en la población el concepto

de terapia probiótica es interesante y pertinente (Riccia et al., 20*7).

Tonetti y cols (2011), en la publicación que resume el consenso del

Workshop Europeo de Periodontología concluye que los probióticos tienen

potencial de modificar, al menos en coilo plazo la microbiota oral ya sea a

través de interacciones microbiológicas directas o a través de la modulación del

sistema inmune. Los beneficios clínicos aún no han sido demostrados (Tonetti &

Chapple, 2011).

Los ensayos clínicos aleatorizados disponibles que tratan sobre el efecto de los

probióticos sobre la enfermedad periodontal demuestran en general un efecto

favorable de los mismos en la prevalencia y progresión de la enfermedad

periodontal (Harini & Anegundi, 2010; lerardo et al., zolo; lniesta et al., zalz;

Karuppaiah et al., 2013; Nadkerny, Ravishankar, Pramod, Aganval, & Bhandari,

2015, Purunaik, Thippeswamy, & chavan, 2014; shimauchi et ar., 2009; slawik

7o

el



et al., 2011; Staab, Eick, Knófler, & Jentsch,

Toiviainen et al., 2015; Twetman et al., 2009).

Teughels

22
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Relevancia del Problema

La determinación de los cambios clínicos y microbiológicos en los pacientes con

gingivitis tratados con probióticos es.relevante ya que permitirá conocer el real

efecto de las bacterias benéficas en los pacientes que presentan esta patología.

cualquier terapia cornplementaria que se logre implementar y que Íogre

controlar esta enfermedad con alta prevalencia en la población puede

convertirse en una importante medida de salud pública. Los alcances del efecto

de los probióticos en la promoción, prevención ylo tratamiento de las

enfermedades periodontales puede dar luces sobre su posible aplicación en

otras enfermedades de naturaleza inmunoinflamatoria similar.
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il. HIPÓTES¡S

La aplicación del probiótico Lactobacillus rhamnosus como adjunto en la terapia

periodontal convencional en pacientes adolescentes y adultos-jévenes con

gingivitis produce una disminución en las características clínicas periodontales

(índice gingivai, índice de placa microbiana, índice de sangrado al sondaje,

profundidad de sondaje y nivel de inserción clínico) y menores cantidades de P.

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

0bjetivo General

Evaluar el efecto del uso de Lactobacillus rhamnosus en los parámetros clínicos

(índice de placa bacteriana, índice gingival, índice de sangrado al sondaje,

profundidad de sondaje y nivel de inserción clínico) y recuento microbiano de P.

gingivalis (Pg), A. actinamycetemcornitans (Aa) y T. forsytttia (Tü en

adolescentes y adultos-jóvenes con gingivitis tratados con terapia periodontal

convencional versus terapia periodontal convencional y probiótico de

Lactobacillus rhamnasus comparado con placebo.
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Objetivos Específicos

1- Determinar las características clínicas periodontales (índice de placa

bacteriana, índice gingival, índice de sangrado, profundidad de sondaje y

nivel de inserción clínico) en pacientes adolescentes y adultos jóvenes 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 jóvenes con

gingivitis tratados con terapia periodontal convencional y adjunto de

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

3. Comparar los parámetros clínicos y recuento microbiano a los tiempos 0,3 y

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

Ensayo clínico aleatorizado doble ciego (de diseño paralelo, aleatorizado,

enmascarado y con control mediante placebo) que evaluó el efecto del

probiético Lactobacillus rhamnasus SP1 (Sacco, S.R.L, ltalia) como adjunto al

tratamiento periodontal convencional de pacientes con gingivitis. Registro en

Clinical Trials NCT02801 773.

Universo

Se constituyó por adolescentes y adultos jóvenes que asistían a pre-

universitario, estudiantes de odontología o sujetos que asistían a Unidad de

Diagnóstico y Admisión de la Facultad de Odontología de la Universidad de

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

etnia.
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Muestra

El tamaño muestral (Camacho-Sandoval J, 2008)fue calculado considerando:

Diferencia (d) ¿ t % entre los grupos para cambios en el promedio del lG e lS.

Desviación estándar (S) de 1 %.

o = 0,05.

Poder estadístico (1- p) = 80 %

Zo= 1,960

Z9= 0,842

b=l

d=1

n= 15

R= 0,15

El tamaño de cada grupo fue de 15 indivíduos.

Al considerar pérdida de un 15,/o, se ajustó el tamaño muestral:

n=Z(Zr+Ze\Zn52

d2

fi ajustado=l-l- (1 /1 -R)

Luego de ser ajustado, el tamaño muestral de cada grupo fue de 18 individuos.
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Criterios de inclusión

. 15 a 28 años de edad.

. con diagnóstico de gingivitis (índice gingival >'1,3 en más del 10% de los

sitios examinados).

Criterios de exclusión

. Pérdida de inserción interproximal >3 mm en >2 dientes no adyacentes

(Tonetti, claffey, European workshop in periodontology group c, 2005).

Lesiones de caries ylo restauraciones defectuosas.

En tratamiento odontológico de ortodoncia o periodontal.

En tratamiento con planos de relajación oclusal.

Presencia de alguna enfermedad o condición sistémica que genere

alteraciones a nivel gingíval.

En tratarniento con antibióticos y/o antiinflamatorios o algún

medicamento que inter-fiera con la respuesta gingival (mínimo 3 meses

antes).

Historia de hipersensibilidad o alergia a cualquier componente utilizado

en el estudio.
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lmplementación del Ensayo Clínico

Ingreso de sujetos al estudio

Se invitó a participar del estudio a jóvenes que asistían a Preuniversitario

solidario "Germán valenzuela Basterrica", que se imparte en Facultad de

Odontología de la Universidad de Chile y a estudiantes de Pregrado de la

Universidad de Chile. Para ello se diseñaron folletos informatívos que se

pegaron en distintas ubicaciones en las dependencias de la Universidad y se

realizó una charla explicativa a los estudiantes. Cuando los sujetos asistieron y

establecieron contacto con los investigadores, se les explicó detalladamente en

qué consistía el estudio. Todos firmaron consentimiento informado o

asentimiento previamente validado por el Comité de ética científico de la

Facultad de Odontología de la Universidad de Chile. Los padres/tutores de los

menores de 18 años firmaron consentimiento informado.

Descripción de la constitución del grupo Test y Control

Luego del reclutamiento, los individuos fueron asignados aleatoriamente al

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

se utilizó una tabla de números aleatorios.
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Grupo Test (Experimental): Recibió un sobre con polvo de disolución oral, el

que debió consumir l vez por día, por 3 meses, que contenía L. rhamnosus

SPl (1x108 UFC/ml) (Sacco, S.R.L, ltalia).

Grupo Control (Placebo): Recibió un sobre con polvo de disolución oral

(placebo), el que debió consumir 1 vez por día, por 3 meses, que contenía

almidón de baja humedad, y que tenía el mismo sabor, textura y apariencia que

los sobres del grupo Test.

Todos los individuos debieron disolver el contenido del sachet en agua (200 ml),

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 realizó un examen clínico periodontal, el cual

fue realizado por un investigador previamente calibrado y que obtuvo una

correlación intraclase promedio de 0.8s8 (profundidad de sondaje: 0.g66;

Posición de encía A.877; Nivel de inserción clínico 0.820; índice de Placa 0.g35;

índice de sangrado al sondaje 0.812; indice gingivar 0.842) (Anexo 1).
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Los datos obtenidos fueron consignados en un formulario de evaluación clínica

(Anexo 2). Se examinaron todos los dientes, excepto los terceros molares.

Medianie el uso de una sonda periodontal manual de primera generación (Hu-

Friedy, Chieago, lL, USA) se registraron los siguientes parámetros en seis sitios

(mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual) por diente:

. índice gingival (lG)

. indice de Placa (lP)

. Sangrado al Sondaje (SS)

. Profundidad de Sondaje (PS)

. Posición de la encía (PE)

El Nivel de lnserción Clínica (NlC) se calculó por la resta aritmética entre la PS

y la PE medidas. Se aproximó Ia medición al milímetro superior. Los parámetros

clínicos fueron consignados el día 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, líquidos de desinfección y

algodón).
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Tratamiento periodontal

Todos los participantes recibieron tratamiento periodontal no quirúrgico, se tes
enseñó la técnica de Bass modificada y a
periodontal, además de la instrucción de

utilizar seda dental. Et tratamiento

higiene oral, consistió en 2 o 3
sesiones de destartraje supragingivar y purido coronario A todos ros
participantes del estudio se les entregó elementos de higiene oral, ceplllo 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, ros que tenían un varor de índice gingivar > a
1' Luego de aíslar el área con tórulas de algodón, y secar suavemente con aire,
los depósitos supragingivales fueron cuidadosamente removidos con curetas
(Hu-Friedy, chicago, rL, usA). Las muestras microbiorógicas subgingivares
fueron obtenidas mediante ra inserción de dos puntas de paper no 3ü
estandarizadas y estérires (Johnson & Johnson, Tokyo, Japan) en ra parte más
profunda der surco gingivar por un tiempo de 20 segundos. Las muestras de
cada participante fueron armacenadas en un viar con 1 mL de fruido de
transporte prereducido (RTF) estérir sin EDTA, mantenid o a 4o c. hasta su
procesamiento a través de técnica de PcR en tiempo real. Las muestras fueron
tomadas en ambos grupos en er tiempo basar y a ros 3 y 6 meses.
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Aleatorización y ocuttamiento de la secuencia aleatoria

Un segundo investigador mantuvo oculta la secuencia de asignación hasta el

análisis de los datos cuando todos las variables clínicas y microbiológicas

fueron recolectadas (JG). La revelación del tratamiento sólo fue admisible si el

participante desarrolló un efecto adverso grave potencialmente asociado con la

intervención.

Seguimiento

se contactó terefónicamente a ros participantes todas ras semanas, para

preguntar por efectos adversos y conocer si se estaban siguiendo ras

indicaciones' se entregaban 30 sachet cada 30 días, hasta completar el periodo

de intervención' Además se solicitaba a fos participantes que al momento de

asistir a buscar los probióticos/placebos der segundo y tercer mes de

tratamiento, devolviesen los sobres sin utilizar y los que se encontraban vacíos.

En cada una de ras visitas, er tratante, res rearizó preguntas sobre er

cumplimiento y efectos.

Procesamiento en el Laboratorio

se realizó el procesamiento de las muestras de placa subgingival, contenidos

en medio RTF, para su análisis por PCR cuantitativo. Las curvas estándar se

construyeron a partir de las cepas ATcc 33zzz {porphyromonas gingrvai.s),
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ATCC 43037 (Tannerelra forsythia), ATCC zgszz {Aggregatibacter
a ct i n omycete m co m ita n s).

El cultivo de ra cepa de p. gingivalis ATcc 33zrz se rearizó en medio Agar

sangre- Hemina-Menadiona, conteniendo 3% de Agar trypticase {Becton
Dickinson), 0,5yo p/v extracto de levadura (Becton Dickinson), 0,000005 % plv

de Hemina (sigma@), 0,000001% prv de Menadiona (sigma@) y s% vrv de

sheep's blood (ThermoFisher scientificrM). Las placas fueron incubadas

anaeróbicamente a 35oc por 7 a 14 días en jarras herméticas con generadores

de anaerobiosis (Anaerogen Oxoid@).

El cultivo de la cepa de A. actinomycetemcomlfans ATC c zg52z se realizó en

placas de 3,8% p/v de medío serectivo TSBV (40% prv agar Trypticase (Becton

Dickinson), 1CIA plv extracto de levadura (Becton Dickinson) , 10oh vlv suero de

caballo (ThermoFisher scientificrM), 0,00s % p/v bacitracina y a,07s% plv

vancomicina). Las placas fueron incubadas a 37oC por 2 a 3 días en medio

capnofílico.

El cultivo de la cepa de Tannerelta forsythia se realizó en placas de 3,g% p/v de

Hearl infusion broth (Becton Dickinson, sparks, MD, usA), 0,00s% p/v de ácido
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N-acetilmurámico (sigma@), 0,s ¡-LgrmL de Menadiona (sigma@), 5% vlv suero

fetal bovino, 5 ¿rglml Hemina (sigma@), s% plv extracto de levadura {Becton
Díckinson) y agar 2% plv (Becton Dickinson). Las placas fueron incubadas

anaeróbicamente a 35oc por 7 a 14 días en iarras herméticas con generadores

de anaerobiosis (Anaerogen Oxoid@).

Obtencién de ADN genórnico

Para la purificación de ADN genómico de las cepas de referencia, se utilizó el

wizard@ Genomic DNA purification Kit (pRoMEGA) siguiendo ras

recomendaciones del fabricante con algunas modificaciones. Las células se

colectaron por centrifugación 10 min a g.000 x g a 4"C.

Los pasos siguientes fueron fidedignos al protocolo indicado por el proveedor

de wizard@ Genomic DNA purification Kit (pRoMEGA), respetando ras

proporciones de volÚmenes de las diferentes soluciones. Finalmente, el ADN se
resuspendió en 1 mL de "DNA rehydratation solution,,y se incubó t hora a 65"c
para facilitar su rehidratación y ruego toda ra noche a 4"c. La integridad der

ADN genémico purificado se analizó mediante electroforesis horizontal en geles

de agarosa, como se indica más adelante.



obtención de ADN genémico totar desde ras muestras crínicas

Para la purificación de ADN genómico totat desde las muestras clínicas de
placa subgingival en RTF se utilizó el Kit DNeasy blood and tissue {eiagen@).
Las céruras se corectaron por centrifugación 5 min a 7.500 x g por 5 min. Er

sedimento bacteriano se resuspendió en 1g0 ¡rL de buffer de lisis enzimático,

incubando a 37oc por 30 min. se siguió todas ras recomendaciones del
proveedor hasta que en los pasos finates se agregó 200 ¡rL de buffer de elusión

AE, íncubando a temperatura ambiente por 1 mínuto, para ruego centrifugar por
1 minuto a 8.000 g.

Cuantificación de ADN

La cuantificación de ros ácidos nucteicos purificados desde ras cepas de
referencia y a partir de ras muestras de praca subgingivat, se rearizó por
medición de ra absorbancia a 260 nm en un equipo rector de ptacas syNERGy
HT (Marca Biotek, modero, synergy HT, seríe 140s1g1). posteríormente se

diluyó cada una de ras muestras a una concentración finar de 5 ng/¡rl.

Reacción de amplificación de ADN por pCR

Se comprobó mediante Reacción en Cadena de la
oligonucleótidos que serían utilizados luego para pCR

Polimerasa (pCR) los

cuantitativo (en tiempo
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real)' iunto con el ADN genómico purificado de las cepas de referencia. Todas

las reacciones de amplificación por PCR se efectuaron utiflzando la DreamTaq

DNA polimerasa {Thermo@) y las siguientes condíciones de reacción: una
etapa de desnaturación iniciar de 2 min a g4.c seguida de 30 cicros de

amplificación (desnaturación a g4oc por 20 s, apareamiento del oligonucleótido

a 60oc por 20 s y erongación a 72oc por 20 s) y un cicro fina! de 10 min de

elongación a Tz oc. La reacción se rearizó utirizando 1 pM de cada

oligonucleótido, 0,2 rnM de mezcla de dNTps (Thermo scientific@), 0,05 uipl
de DreamTaq ADN porimerasa (Thermo scientific@), y 1x de tampón de pcR

que contíene '1,5 mM de Mgcrz. se utirizó 3 pL de ADN morde. Los productos de

PcR fueron visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa, tal como

se indica más adelante.

Todos los oligonucteótidos utilizados en esta tesis se obtuvieron de lntegrated

DNA Technorogies (rDT) y se muestran en ra Tabra ¡.
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Tahla l. oligonucreótidos utirizados en este estudio.

Electroforesis de ADN en geles de agarosa
Las muestras de ADN (genómico o productos de pcR) se sometíeron a
electroforesis en geres de agarosa ar 1% usando tampón TAE 1x (Tris_acetato
40 mM, NazEDTA 1 mM, pH 8,3) que contenía safeview NBS Biologicals Ltda.
que permite la visualización de ácidos nucleicos con luz ultravioleta. La
electroforesis se realizó a 80-100 v por tiempos variables en amortiguador TAE'1x y los ácidos nucleicos se visualizaron en un transiluminador de radiación uv.
Los geles fueron fotografiados y la imagen procesada mediante el sistema
Carestream.

F: 5,-IcT AGA iGA CTé;TG GIG AAA ACc=

R: 5.- ACG TCA TCC CCA CCT TCC TC - 3,

Tran and

Rudney,1999

(Tran &

Rudney,1999)

A. acfi nomycetemcomrtans
F: 5,- ATT GGG GTT TAG CCC TGG TG - 3,

R: 5,- ACG TCA TCC CCA CCT TCC TC - 3

Tran and

Rudney,1999

(Tran &

Rudney, 1999)

F: 5' - GCG TAT CTA ACC TCC CCG CA _ 3.

R: -5' - TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACC T .r,

Carrouel y cols,

2016 (Carrouel,

Viennot,

§antamaria,

Yeber, &
Bourgeois,2016)

F,5'*T
R: 5,_ GGT TCT TGG ATY TAT GCG GTA TTA G -
J

Byun y cols-

2004 (Byun ei

al., 2004). f : forwar? o Oireáo. R, n"r;A; *"*ro. V = nucleótídos C ó T

Especie --
Referencia

P- gingivalis

T. forsytltia

L. rhamnosus
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PCR en tiempo real

se utilizó el método de ra curva estándar (Livak & schmittgen, 2001) para Ia
cuantificación de los díferentes microorganismos analizados. para este fin, se
utilizó DNA genómico, purificado de las cepas de referencia, corno molde en el
PCR para generar una curva estándar para cada microorganísmo en estudio. La
eficiencia de cada pareja de partidores se determinó a partir de la gráfica de la
curva estándar mediante ra ecuación: Eficiencia=(10^(-1lpendiente recta)-
1 ).100.

Para la curva estándar se preparó una dilucíón seriada donde el ADN genómico
bacteriano se encontró a las concentraciones de 1 ng/ul,0,1 ng/ul,0,01 nglul,
0,001 ng/ul y 0,0001 ng/ul. Cada reacción de PCR contenía 10 ¡rL de SyBR
Green supermix,0,2 mM finar de cada origonucreótido y 10-40 ng de ADN
purificado de placa microbiana subgingival en un volumen final de 20 ¡.rL. para
la amplificación der DNA se empreó er siguiente perfir térmico: gs"c por 3 min,
seguido de 40 ciclos con pasos de g5"c, 60.c y T2"c por 30 s cada uno. se
confirmó la generación de productos específicos mediante el análisis de curvas
de denaturación del producto de PCR final. se usó agua como control negativo.

Operacionalización de Variables
En la Tabla ll se presenta el cuadro de operacionallzación de las variables
clínicas y microbiológicas a estudiar.



Tabla ll. Operacionalización de Variables
Variable Tipo de

Yariable

Definieión

Conceptual
Definición

Opéraciohal
Codificación lndice

índice

Gingival

(lGl

Categórica

O¡dinal

Presenc¡a de

ca¡acteristicas

inflamatorias de

margen gingival

Promedio de silios

ron oaaacteristicas

clinicas lnf amatorias.

Se utiliza una sonda

periodontal,

introducida en e!

tercio coronals del

surco gingival (aprox.

0.5 mm).

0: encia normai, no háy inflamación, ni camb¡o
de color o sangrado I j Leve inflamaciórr y
alteración de la sup€rficie ging¡val, no hay

sangrado.2: lnflamacjón mDderada, erileña y
edema. Sangrado al sondale o tiaio e¡ efecto
de ia presión.3: lnflamacién sevem. eritema

de importancia y edema. Tendencia al

sarrgrado esDolté1eo. ulcerac ónl

tc
promedio =

lG pcr

grupo

dentadol5

indice de

Flaca

Microbiana

0P)

Dicotémica

Nominal

Presencia de

colarante (Pláca

m¡crob¡ana)

adyaceltte al

nrargen glngival

Porcelrtaje de siti0s

con presencia de

placa microbianá en

coniaCto ccn ei

margen gingival. Se

ulilizó una past¡lla

reveladora de ia

placa microbiana.

0: silios sin presencia de coloranie.

i: sit¡os con presencia de coloranle

%lP=e/"
de siüos

CCN

colorante

en contacto

con ef

margen

gingival.

Sangmdo

Al sondaje

(t§)

Dicotómica

Nominal

Presenciá de

sangrado en el

surco marginal

después de realizar

sondaje periodontal.

Porcentaje de sitjos

can sangrado gingivat

producido hasta 1 S

segundos después

de Ia introducción de

la sonda en el surco

gingival.

0: sitios stn sángrado.

1: sitios co,t sangrado

ts {%} = N"

síüos (+)/

total de

sitios

examinados

x 100.

Profundidad

de §ondaje

{Ps)

Numérlca

Continua

Mediclón en mrn..ie

la distanc¡a enrúe el

margen gingival y el

fondo del S¡tio

periodonial

examinado

Promedio de la

profundidad de

sondaje perlodoutal

No exisle codifiÉción. Dada la natuBieza de
la variab¡e se regislra e¡ valor en mm.

DE

Promedio =

PS por

grupo

dentario16

Nivel de

lnserc¡ón

Clín¡ca (NtC)

Numérica

Contínua

fi,.ledición en mm. de

la distanc¡a entre el

LAC y el fondo del

sitio pe¡icdontál

exanrlnado

Promedlo del nivel Ce

insetción clinica

periodontal

No existe codifiecióh. Dadá ia natlreleza de
la variabie se regístra el valor en mm.

l.¡tc

prsÍledio =

NIC por

ETUPC

dentario16

Cuantiflcación

de Pg, Aa, Tfy
Av

Numérica

Contiflua

Detección con PCR

Tientpo real

Cantidad de Po, Aa,

Tf y Av en las

muesbas clínicas.

No gxiste codificación. Dada la naturaleza de

la vaiabie se registra ei valor en ug/dl

Cantidad

de Pg, Aa,

TfyAv en

mueslras

dín¡cas,

41
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Consideraciones éticas

El protocolo fue revisado y aprobado por la Comisión de Ética de la Facultad de

odontología de la Universidad de Chile. Además, se rigió según el marco legal

que regula a los Ensayos clínicos en chile, y en conformidad con la
Declaración de Helsinki de 1g7s, revisada en el año 2000.

A cada participante que cumplió con los criterios de inclusión, se le entregó un

consentimiento ylo asentimiento informado que fue revisado, consentido y

flrmado por él (o su representante legal) para su aprobación e ingreso al

estudio. A todos los parlicipantes se les informó de su salud oral. Todcs 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. Sólo el investigador principal conoció el nombre de los pacientes que

fueron incluidos en el estudio. El Formulario de Registro Clínico 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 código de identificación. Las copias del Formulario

de Registro clínico fueron revisados por el investigador principal o alguien

autorizado por él sólo en casos específicos, como ta evatuación de calidad de
los datos o la comprobación de los datos erróneamente introducidos en las

bases de datos' Fotos de los pacientes no se tomaron en ninguna de las fases

del estudio.

Métodos estadísticos

Para el análisis estadístico se utilizó el software STATA versión 11. se utilizó el

test de shapiro wilk para determinar la normalidad de las variables cuantitativas

continuas. Las variabres cuantitativas entre ros grupos Test y contror se

analizaron con el rest de ANovA- Para comparar las características

demográficas, se utilizó el test T de student para las variables cuantitativas

continuas con distribucién normar, er test de u Mann-whitney para ras que no

presenten distribución normal, y el test de chi2 o test exacto de Fisher para las

variables categóricas. se consideró como estadísticamente significativo un valor
de p<0,05 y un intervalo de confianza de g5%.
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Conflictos de intereses

El investigador principal y cualquiera de los otros investigadores no tienen

conflicto de interés. Ninguna compañía farmacéutica u otra entidad recibió

beneficios directos o indirectos.
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V. RESULTADOS

Reclutamiento

Se realizó examen clínico a un total de 84 su.ietos, 15 de ellos fueron excluidos

por no cumplir con los criterios de inclusión y g por otras razones, entre ellos fa

falta de disponibilidad horaria, la lejanía geográfica de sus domicilios, el cambio

de número de teléfono Un total de 60 sujetos fueron aleatorizados.

incorperando 30 al grupo Test y 30 ar grupo contror (Figura 1).
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l;...... .-.,,- fl,qrtc-r'r-*o' -
- . : f i ri¿:e::. 3,..l

I

Figura 1. Diseño del estudio. Flujograma.

Características Demográficas y Clínicas

Las características demográficas y clínicas en el tiempo basal son presentadas

en la Tabla ¡ll y Tabla lv respectivamente. No se presentó diferencias

estadísticamente significativas (p > 0,05)en el basal.
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Tabla lll. características demográficas de los sujetas de estudio.

Variable Grupos en Tratamiento

Test

{n=30}

Control

{n=30}
p- valor

Edadl {media t DE} años

Sexo {M/F}z

19,7 t 2,05

3112

19,3 r 2,5

4t11

4,7077

1,0000

DE: Dewiación Estándar
lTest T de Súudenf; zTest exacto de Flsher'

TflE lV. índice gingival. (lG), indice de placa bacteriana (lP), índice de sangrado at sondaje
(lS), Profundidad de sondaje (PS) expresados coms promedios y desviación Jstándar iOel án
el examen clínico basal. comparaciones inter-grupos con ANovÁ (p < 0,05).

VARIABLES TEST

{media t DE}

CONTROL

{media t DE}

DIFERENCIAS

{media t DE}

p valor

finter-sruaosl
IG

¡P

¡s

PS

N¡C

0,99 r 0,19

32,77 t 13.76

39,94 r 10,85

2,07 r 0,30

2.M r 0.30

0,85 r 0,26

32,82 t 11,93

40,78 ! 12,87

2,13 ! 0,14

2]6 ! 0,20

0,15 r 0,07

0,05 r 1,93

0,85 r 2,02

0,07 r 0,'16

0,'14 1 0,10

a,o72g

0,9919

0,8387

0,4399

0,'t232
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Pérdidas de sujetos del estudio

un total de 27 sujetos abandonaron el estudio, 12 ga%) en el grupo Test y 1s

(50%) en el grupo Control. Los motivos del atto porcentaje de pérdidas {mayor

al 15%) fueron cambio de domicilio, cambic de número 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 grupo$ de estudio.

comparación lntra- e rnter-grupos de variables clínicas

Se presentan los valores de las variables clínicas analizadas separadas por

grupo Test y Control, en los distintos tiempos de evaluación {Tabla V}. En la

comparación lntra-grupos fue posible detectar una disminución

estadísticamente significativa en todas las variables clínicas analizadas en el

grupo Test y Control. En la comparación lnter-grupos se detectó una mayor

disminución en las variables clínicas analizadas en el grupo Test, sin presentar

d ifere ncias estad ística me nte si g n ifi cativas.



TEST

{n=18)

CONTROL

{n=1§}

Basal 3 meses 6 meses p Basal 3 meses 6 meses p

lG3 o,99 *0,19* o,1g *s,17, 0,51 r 0.32 0.0800" o,85 t ú,26* 0,60 ! 0,26' 0,58 f C,31 0.01 50.

lP2 32,7 Í1s,7* 17,4 i1A,3. 23,70 r 10 S 0,000§* 32,8 ! 11,8. 22,0 ! 10.5- 29 ,4 ! 1A.1 0.01 32.

ls3 {%) 39e"Ér48r 22,3 !.to,g' 22,8 x7.54 0.0000" 40,8 ! 12,9- 25,3 ! 2,9s' 24,3 ! 2.77 0.0007*

P§3 {mm} 2,07 *0,30* 1,8ü *0,27* 1,78 + 0,26 0,0082. 2,13 + 0,14* 1,93 t 0,09, 1,82 r 0,20 0.0012r

NlC3 {mm} 2,01 f 0,30* 1,77 *0,28" I ÉQ + n ?" 0.01 51. 2,18 L 0,20* 1,88 ! 0,15. 1 .75 J: A.22 0.0002-

4g

Tabla v. comparación lntra- e ¡ntergrupos de variables clínicas (promedio + Ds)

*Com paración tntru-gru

cursiva y negrita

lG: indice gingival; tP: indice de ptaca; tS: índice de sangrado a! sondaje, pS: profundidad cle sondaie
periodonta!; NIC: Nivel de inserción clínico.

comparación inter-grupos de cada variable ctínica analizada

índice Gingival

Se observó que después de 3 meses el promedio del indice gingival disminuyó

en ambos grupos Test y control, presentando una mayor disminución 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 estadísticamente

significativas {Figura 2).

Figura 2. Comparacién de Ia variable clínica índice gingival en el basal, 3 y 6 meses.

índice de Placa Microbiana

Se observó que el promedio del índice de Placa microbiana disminuyó en

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

grupo Test se mantuvo más bajo que en el control, No se observaron

diferencias estadísticamente significativas (Figura 3).

rNDrcE GtNGtvAr {tG)

if+*
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1,m
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o,4
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a
E

d

6
6
U

z
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BASAt 3 ME§85 6 ME§ES
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í¡¡orcr oE pncn MtcRoBtANA ltp)

f*l I

ffi
i

1

70,00

60,00

;
fr so,oo

ü9 ¿o.oo

={
L'

d 30,00

u
É§o
ó 20,0c

1900

0,m

I rrsr
! comnol

Figura 3. Cemparaci*n de la var-iable clinica lndiee de Plaea Mierobiana en si basai, 3 y 6
m*§É§.

índice de Sangrado al Sondaje

Se observó que el índice de Sangrado al Sondaje dismínuyó en ambos grupos

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

grupo Test. No se observaron diferencías estadísticamente slgnificativas {Figura

41.

6 MESES
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Figura 4. Comparación de la variable clínica indice de sangrado en el basal, 3 y 6 meses.

Profundidad de Sondaje

se observó que la Profundidad de sondaje disminuyó en ambCIs grupos Test y

control después de 3 meses, presentando una mayor disminución en el grupo

Test. No se observaron diferencias estadísticamente significativas {Figura 5}.

iruorcr or seucraoo ¡s¡

liil
t- l,üa
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Figura 5' Comparacién de la variable clínica Profundidad de sondaje periodontal en el basal, 3
y 6 meses.

Nivel de lnserción clínica

Se observó que el Nivel de lnserción Clínica disminuyó en ambos grupos Test y

Control después de 3 meses, presentando una mayor disminucíón en el grupo

Test' No se observaron diferencias estadísticamente significatívas {Figura 6}.
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Figura 6' comparación de la variable Nivel de Inserción clínico en el basal, 3 y 6 meses.

se presenta er anárisis der Índice gingivar desagregado según severidad, esto
es la frecuencía de detección de ios códigos 0, .1 y 2.

6 ME§ES3 MESESBASAL



IG
Basal

fmedia t DE¡

3 meses

{media É DE}

6 meses

{media t DE}

p valor

{intra-qruno)

Grupo Test
0

1

2

34,29 *. 15,951,

51,11 ! 17,34*

'Í8.61 *, 8.As*

6Ai1 *, 13,A8*

30,03 ! 11,16*

9,86 *, 0,711,

56,96 r 23,97

28,20 ! 15,57

14,84 t 11,47

4,0400"

0,(N)o{t*

0,aCIa4*

Grupo Control
0

I

2

32,00 * 19,66*

50,92 t 14,42*

17,08 * 11.48

53,91 t 19,55*

32,62 ! 14,15*

13,57 * 9.95

57,56 r 23,03

33,94 ! 13,17

8,50 t 11.75

a,a027*

o,(n07*

0,3409

E(

Tabla Vl. índice gingival (lG) expresado como promedio y desviación estándar (DS) en el
grupo Test y Control de acuerdo a la severidad.

"Comparación !ntra-grupo;** Comparación kter-gn

cursiva y en negrita. lG: indice Gingival.

Resultados Microbiológicos

obtención de ADN genóm¡co desde las cepas de referencia

Se purificó ADN genómico a partir desde cultivos de las cepas de referencia

P. gingival,s ATCC 33277, A- actinamycetemcam{ans ATCC zg5z2 y T.

forsythia ATCC 43037 obteniendo en cada caso un ADN íntegro (Figura z),

como se determinó por la presencia de una banda única que migra sobre el

marcador de ADN estándar de peso molecular utilizado.
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Figura 7. ADN genómico purificado a partir de las cepas de referencia. Se indica con

flecha roja banda de migración 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 genómico de P. gingivatis, carril 2. A. actinomycetemcomitans, carril 3. ADN
genómico de T. forsythia.

Análisis por PCR convencional de ampl¡cones de cada m¡croorgan¡smo

con la finalidad de comprobar la amplificación de ADN que genera cada

pareja de oligonucleótidos para cada microorganismo, se realizó un ensayo

de Reacción en Cadena de la Polimerasa convencional (PCR). Se determinó

amplificación positiva, cuyos productos corresponden al tamaño descnto en

cada caso (Figura s). Se observa un único amplificado de tamaño específico

en cada caso, de 360 pb para A. actinomycetemcomitans, de 1g7 pb para p.

gingivalis y de 641 pb para T. forsythia.
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Figura 8' Análisis por PcR de amplicones para cada microorganismo. M: Marcador depeso molecurar de ADN utirizado, se indican ai lado izquierdo ros pares de bases (pb)
correspondientes a cada banda de éste. carrir 1: producto de pcR para A.
actinomycetemcomitans, carrir 3: producto de pcR para p. gingivatis.carrir 5: producto dePcR para T' farsythia' Los carriles 2,4y lcorresponden a los controles negativos de cada
caso (H:O).

Curvas de Calibración pCR Cuantitativo

se realizaron las curvas de calibración con ADN genómico para cada uno de los

microorganismos estudiados, tal como se describe en la sección metodología.

En la Figura g se presenta ra curva de caribración para p. gingivair,s, en ra cuar
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se determinó que los oligonucleótidos utilizados poseían una eficiencia de

104,14%, que se encuentra entre el rango permitido para una cuantificación

óptima de este microorganismo en las muestras. Junto con esto, se determinó

que el rango dinámico de concentración de ADN para la detección de p.

gingivalis abarcó desde 10-1 a 10-s ng/pl.

20

34

2a

30

fa

26

22

-6-5-4-3-2-L0
Log de la ConcentraÉ¡ón ADN genómico

y = -3,2266x+20,723
Rz = 0,9925

Figura 9. Curva de calibración obtenida para las diluciones de ADN genómico de la cepa

estándar de Porphyromanas grngivars (Pg).

En la Figura l0 se presenta la curva de caribración para A.

actinomycetemcomitans, en la cual se determinó que los oligonucleótidos

utilizados poseían una eficiencia de 7A,57"/o, que si bien corresponde a una baja

eficiencia, presentan un amplio rango dinámico de concentración de ADN para

la detección que va desde 10-1 a 10-5 ng/¡rl.
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y=4,3!2Lx+7,343
R2 = 0,9964

35

30

25

20

I5

Figura 10. Curva de calibración obtenida para las diluciones de ADN genómico la cepa

estándar de Aggregatibacter actinomytemcomitans (Aa).

En la Figura 1l se presenta la curva de calibración para T. forsythia, en la cual

se determinó que los oligonucleótidos utilizados poseían una efic¡encia de

94,28o/o que se encuentra entre el rango permitido para una cuantificación

óptima de este m¡croorganismo en las muestras. Junto con esto, se determinó

que el rango dinámico de concentración de ADN para la detección de r.

forsythia abarcó desde 10-1 a 10-s ng/pl.

-4 -3 -2

Log da la Concentración ADf{ genómiec
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log de la Concentración ADfil genrimico

Figura 11. Curva de calibración obtenida para las diluciones de ADN genómico de la cepa

estándar de Tannerella forsythia (Tf).

Cuantificación de P. gingivalis, T. forsythia y A. actinomycetemcamitans

en las muestras clínicas en el tiempo basal

Se presentan los valores de las var¡ables microbiológicas analizadas separadas

por grupo Test y Control, en el tiempo basal {Tabla Vll}. No fue posible detectar

diferencias estadísticamente significativas (p >0.05).

V = -3,4672x+ t9,712
R2 = 0,9465



VARIABLES
TEST

(media t DE)

CONTROL

{media t DE}

DIFERENCIAS

{media É DE}

p valor

{inter-oruoo}
Pg '1,0x101 +'1,7x101 6,8x10-2 t 2,2x101 0,0332 r 0,0540 0,651

Tf 1,6x101 + 3,4x101 2,9x1A-z t 4,9x102 0,1305 ! 0,2910 0,29S

Aa 1,2xlA-a x 2,4x1Aa 5,0x10-5 t 1,4x10a 0,0000 r 0,0001 0,508

A4

Tabla Vll. Concentración de Porphyromonas gingivafis (ng/pl) expresados ccmo promedios y
desviaciÓn estándar (DE) en los grupos Test y Control. Comparación inter-grupo en el tiempo
basalANOVA (p. O,0S).

cuantificación de P. gingivalis, T. forsythia y A, actinomycetemcomifans

en las muestras clínicas a los 3 y 6 meses

Se determinó la presenc¡a de P. gingivalis,

act¡nomycetemcomítafls en el 91 a/o, 60Yo y 51 % de

T,

las

forsythia y A.

muestras de placa

subgingival respectivamente, sus n¡veles se presentan expresados como ng/¡rl

de ADN genómico presente de la bactería. Se presentan los valores de las

variables microbiológicas anal¡zadas separadas por grupo Test y Control, a los

3 y 6 meses (Tabla Vlll). En la comparación inter-grupos no fue posible detectar

diferencias estadísticamente significativas (p >0.05). En la comparación inter-

grupos presentadas en la Figura 12, Figura 13 y Figura 14 se puede comparar

la variabilidad, esto es las desviaciones estándar observadas en las variables

en los distintos tiempos de evaluaclón, en la concentración de P. gingivalis, T.

forsythia y A. actinomycetemcomitans respectivamente. La disminuición y
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desviación estándar detectadas en las concentraciones de p. gingivalisson son
similares en er tiempo basar y a tos 3 meses en er grupo Test y contror. sin
embargo después de 6 meses la desviación estándar observada del grupo Test
es mucho menor de ra observada en er grupo contror (Figura 12).La
disminución y desviación estándar detectada en los distintos tiempos de
evaluación fue similar en los distintos tiempos para T. forsyhtiaen el grupo Test
y control (Figura 13). para A. actinomycetemcomitans ra disminución y
desviación estándar fue menor en

(Figura 14).

los diatintos tiempos en el grupo Controt

Tabla vllf' concenkación de P. gingivatis, T. forsythia y A. actinomycetemcomitans(promedio+ desviación estándar) obtenidos á lo-" S y á *u."r.

TEST

{media t DE)

CONTROL

lm¡dia + ,

DIFERENCIA§

ftnedia t DE]

p valor

{inter-grupo)Pg

3 MESES

6 filtEsEs

3,5x10-2 I 1,4x10-1

3,7x10'2 t 1,5x10-1

9,7x10-3 + 3,1 x10-2
'l ,B x 10-3 t 5,2 x 10-3

15,3539 r ü,8233

17,5745 ! Ai4fi
0,567

0,455
Tf

3 MESES

6 MESES

7,Ox1A'2 t 2,2x10-1

2,1 x1O'2 * 5,6x10-2

5,4 x'1 0"4 r 2,8 x 10-a

9,3x10'5 + 1,3x10a

0,069728 f 0,2208

0,020686 t ü,0560

0,421

0.34S
Aa

3 MESES

§ ME§ES

1,5xiOa t 3,2x104

8,0x'10'5 r 2,0x10-a

8,'l x10'7 t 1,1 x10-6

1 ,5 x 10'6 + 3,0 x 10-6

0,000148 t 0.0003

0,000078 r 0,ü002

0,1 85

0,263



63

Figura 12' Detección de P. gingivatis en los grupos Test (color azul) y Control (rojo). Se
presenta graficado los Q1, Q2 y Q3, con sus correspondientes límites de error superior e inferior
con un nivel de confianza del gS%.

1

0.1

0,ü

!¡
U onl3
ar
EL'4

§,@üt1

0.&601

q,ffi&

I fEsT

I cot¡tRol

Detección de Porphyromonas gingivalis

nttIi ntttrII HL--l i iL_i tl
Li

I
I

i
I

l
t

I

I
IJ*

ffitsffi
I

i

1,

l

i

t&áffi
ffit
ffi
lffi

l
i

1

E

BASAL 3MEsEs 6MEsEs



64

Figura 13' Detección de T" forsythia en los grupos Test (color azul) y controt (rolo). sepresenta graficado los Q1' Q2 y Q3, con sus correspondientes rímites de error superior e rnferior
con un nivel de confianza del gS%.
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Figura 14' Detección de A' actinomycetemcamitans en los grupos Test (color azul) y control
(rojo). Se presenta graficado los e1 , e2 y e3, con sus correspondientes límites de error
superior e inferior con un nivel de confianza del gS%.
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vt. DISCUSIÓN

El objetivo del presente trabajo de investigación fue determinar el efecto clínico

y microbiológico de la utilización de probiótico de L. rhamnosus Spl como

adjunto en el tratamiento de la gingivitis. Para ello se diseñó el presente ensayo

clínico aleatorizado dobre ciego, en er cuár se consideró un periodo de

intervención y de seguimiento de tres meses (dosis diaria de 2x108 UFC). La

cepa probiótica utilizada, fue adquirida desde la empresa Clerici Sacco, ltalia.

es una de las cepas que más se ha estudiado en su relación con odontología.

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 investigación en pacientes con periodontitis.

Los ensayos clínicos aleatorizados bien diseñados y correctamente ejecutados

proporcionan la mejor evidencia sobre el efecto de las intervenciones sanitarias.

pero una metodología inadecuada puede resultar en estimaciones sesgadas, es

por eso que se deben considerar múltiples factores relevantes en su ejecución,

entre ellos calcular el tamaño de la muestra , realizar calibración, aleatorización,

ocultamiento de la secuencia, enmascaramiento, seguimiento y análisis según
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intención de tratar (cobos-carbó & Augustovski, zo11). cada uno de estos

aspectos fue considerado en la ejecución de este trabajo de investigación. El

trabajo con adolescentes fue difícil de ejecutar ya que se observó una alta tasa

de pérdidas durante el seguimiento, lo que hizo que para alcanzar el tamaño de

la muestra mínimo 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 análisis de los datos. No se señala en la literatura biornédica

disponible con ensayos clínicos similares el tiempo que han requerido en el

trabajo con adolescentes, pero es un aspecto que debe ser considerado en la

ejecución de futuros estudios científicos con poblacién similar.

Al analizar las variables clínicas periodontales, índice gingival (lG), índice de

sangrado al sondaje (ls), índice de placa bacteriana (lp), profundidad de

sondaje (PS) y nivel de inserción clínico (NlC) fue posible detectar en la

comparación intra-grupo después de 3 meses de intervención, que siempre se

logró una mejoría clínica estadísticamente significativa (p <0.05). Una posible

explicación a este fenómeno es que la eliminación de placa microbiana por el

profesional más la instrucción de higiene oral fue suficiente para controlar la

gingivitis (sinkiewicz, cronholm, Ljunggren, Dahlén, & Bratthall, 2010).

Resultados similares fueron obtenidos utilizando distintas cepas probióticas
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como L. reuteri(lniesta et al., 2012; Krasse et al., 2006; Shimauchi ei al., 200s),

L. salivarius {Shimauchi et al., 2008) o combinaciones de distintas cepas

(Nadkerny et al., 20'15; Purunaik et al., ZO14).

Las variables clínicas índice gingival e indice de sangrado al sondaje fueron las

que presentaron una mayor diferencia estadísticamente significativa, estos

resultados son similares a los encontrados por Krasse y cols. y Twetman y cols.

En el estudio de Krasse y cols (20116) después de 2 semanas de intervención se

reportó que el índice gingival disminuyó en forma estadísticamente significativa

en ambos grupos (Test y control) (Krasse et al., 2006). En el estudio de

Twetman y cols (2009) después de 4 semanas de intervención se reportó que el

índice de sangrado al sondaje disminuyó en forma estadísticamente significativa

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

En el seguimiento entre los 3 y los 6 meses no fue posible detectar diferencias

estadísticamente significativas en las variables clínicas analizadas, esto

probablemente es debido a que el efecto de los probióiicos según los estudios

que se han realizado en Ia flora intestinal es de corto plazo o transitorio. Según

Brigidi (2003), después de tres días de ingesta de probiótico es posible

conseguir su colonización y su permanencia es de alrededor de seis a siete
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días (Brigidi, swennen, vitali, Rossi, & Matteuzzi, 2003). No existen estudios

clínicos 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 acción.

En la comparación inter-grupos (entre el grupo Test y el control), no se

observaron diferencias estadísticamente significativas, sin embargo se detectó

una mayor mejoría clínica en el grupo Test, esto es una mayor disminución en

los valores de las variables lG, lP, lS, PS y NlC. Esta ausencia de diferencias

clínicas estadísticamente significativas ha sido reportado en varios estudios

clínicos sobre el tema de investigacién (lniesta et al., z01z; J._K. Lee et al..

2015; Staab et al., 2009). Un efecto clínico benéfico de los probióticos en

pacientes con gingivítis ha sido también reportado por Krasse y Sehlagenhauf.

Krasse y cols. (2006) encontró que los pacientes con gingivitis en tratamiento

con probiótíco de L- reuteri, presentaban una mejora clínica estadísticamente

significativa en el índice de placa microbiana e índice gingival {Krasse et al.,

2006). schlagenhauf y cols. (2016) estudió a un grupo de pacientes

embarazadas con gingivitis y encontró que las variables analizadas mejoraron

en el grupo que se encontró tomando probióticos (schlagenhauf et al., 2016).

BIBLIOTECA

CEI{TRAL
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Al analizar la variable índice gingival en forma desagregada, esto es, de

acuerdo a su severidad (frecuencia de detección de códigos 0, 1 y 2), fue

posible detectar diferencias estadÍsticamente significativas en el cédigo 2 solo

en el grupo Test (p <0.05). Estos resultados concuerdan con lo reportado por

Montero y cols. {2A17) quién encontró que la mejoría clínica obtenida en el

grupo de pacientes en tratamiento con probiótico de L. reuteri era solo

estadísticamente significativa en los pacientes que presentaban gingivitis más

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

En el análisis microbiológico no fue posible detectar diferencias

estadísticamente significativas en el recuento de P. gingivalis, A.

actinomycetemcomitans ni T. farsythia a los 0, 3 y 6 meses. Las diferencias en

el recuento de los microorganismos estudiados fueron mínimas y no fue posible

establecer a través de ellas alguna clara tendencia que pudiese relacionarse

con las características clínicas observadas, No existen estudios publicados en

la literatura científica que permitan comparar los recuentos microbiológicos

obtenidos en el presente trabajo, no obstante, Alanzi y cols (2018), realizó un

ensayo clínico aleatorizado en el que determinó el efecto de L. rhamnosus y B.

lactis en adolescentes, y encontró que los niveles de P. gingivatis se redujeron

en forma significativa en las muestras de placa bacteriana obtenida del grupo
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Test (0,99 a 0,Bg log cfu/ml), sin embargo los niveles de A.

actinamycetemcomitans, Prevotella intermedia y Fusobacterium nucleatum no

fueron estadísticamente significativos (Alanzi et al., 2O1S). Actualmente existen

estudios cientificos que señalan que en la patogenia de las enfermedades

periodontales, incluida la gingivitis es preciso estudiar la presencia de clusters o

grupos de bacterias más que especies individuales y las funciones bacterianas

por ejemplo la proteólisis, ensamblaje flagelar, movilidad, etc, puede ser un

aspecto mucho más importante que la determinación de especies particulares.

Este nuevo enfoque busca la determinación de la expresión genética de

algunas proteínas más que el enfoque basado en la determinación de algunas

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

Entre los mecanismos de acción de las cepas probióticas que pudiesen tener un

impacto en la salud sistémica y gingival, lo que hace relevante el desarrollo de

su estudio, se encuentra abundante literatura científica. Stamatova y cols.

(2009) reportó que las cepas probióticas pueden bloquear los sitios de unión en

el hospedero de las bacterias patógenas (stamatova & Meurman, 2009).

Jacobsen y cols. (1999i mencionó que las cepas probióticas pueden inhibir las

bacterias patógenas sin alterar la composíción de Ia microbiota comensal, lo

que podría aumentar el efecto benéfico (Jacobsen et al., lggg). lnce y cols.
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(2015) reportó que los probióticos pueden disminuir la produccién de TNF-u, IL-

8 y aumentar los niveles de TIMP-1 (lnce et al., za15). sookkhee y cols (2001) y

Kóll-Klais y cols (2005) reportaron que la producción de áciclo láctico por parte

de cepas probióticas de Lactobacillos, pueden penetrar la pared bacteriana de

especies patógenas como Porphyromanas gingivalis, Estreptococos mufans y

Prevotella intermedia, inhibíendo su proliferación (Kóll-Klais et a:.,2005;

Sookkhee, Chulasiri, & Prachyabrued, 2001).

Es necesario realizar más ensayos clínicos aleatorizados doble ciego sobre

este tema, con mayor tamaño de la muestra e incorporando a pacientes con un

mayor nÚmero de sitíos con inflamación severa. Existen estudios que señalan

que cuando se utiliza el índice gingíval 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., zalZ).



t3

CONCLUSIONES

Los pacientes con gingivitis tratados con probiótico de L. rharnnosus como

adjunto a la terapia convencional presentan una mejora clínica en las variables

índice gingival, índice de placa bacteriana, índice de sangrado al sondaje,

profundidad de sondaje y nivel de inserción clínica sin presentar diferencias

estad ísticamente significativas.

Los pacientes con gingivitis tratados con probiótico de L. rhamnosus como

adjunto a la terapia convencional no presentan diferencias estadÍsticamente

significativas en el recuento de periodontopatógenos A.

actinomycetemcamitans, P. gingivalis y T. forsythia que los tratados con el

método convencional.

Los pacientes con Eingivitis tratados con probiótico de L. rhamnosus como

adjunto a la terapia convencional presentan una menor severidad del índice

gingival que los tratados con el rnétodo convencional.

vil.
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VIII. SUGERENC¡AS

Se requieren más estudios clínicos aleatorizados doble ciego bien diseñados

que intenten determinar los efectos de probióticos en la salud periodcntal.

Se requiere utilizar distintas cepas probióticas o combinacién de ellas de

manera de lograr potenciar sus efectos benéficos.

Se debe estudiar el efecto de los probióticos en relación a la diabetes y a

embarazadas.

En el estudio de la gingivitis deben considerarse idealmente pacientes con

gingivitis severa (alto número de cédigos 2y 3).

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

fumadores.
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IX. RESUMEN

INTRODUCCIÓN: La gingivitís es una de las enfermedades periodontales más

prevalente a nivel mundial. Su tratamiento y control es un tema muy relevante

ya que es considerada como un requisito para el subsecuenle desarrollo de la

periodontitls. Ciertas especies bacterianas asociadas a la periodontitis como

Porphyromanas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y

Tannerella forsythia se encuentran también presentes en pacientes con

gingivitis desde temprana edad. Existe evidencia científica que sugiere que el

uso de probióticos puede lograr cambios clínicos y microbiológicos.

posibilitando optimizar su tratamiento.

OBJETIVO: Evaluar el efecto del uso de Lactobacillus rhamnosus en los

parámetros clínicos (índice de placa bacteriana, índice gingival, índice de

sangrado al sondaje, profundidad de sondaje y nivel de inserción clínica) y

recuento microbiano de P. gingivalis (Pg), A. actinomycetemcomitans (Aa) y T.

forsythia {Tf) en adolescentes y adultos-jóvenes con gingivitis tratados con

terapia periodontal convencional versus terapia periodontal convencional y

probiótico de Lactobacillus rhamnosus comparado con placebo.
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METODOLOGíA: Se realizó un ensayo clínico de diseño paralelo, aleatorizado,

enmascarado, con control mediante placebo. Se reclutaron por conveniencia

sujetos adolescentes y adultos jóvenes con diagnóstico de gingivitis inducida

por placa bacteriana que asistían a Pre-universitario, estudiantes de

odontología o sujetos que asistían a Unidad de Diagnóstico y Admisión de la

Facultad de Odontología de la Universidad de Chile y que cumplieron con los

criterios de inclusión. Sin diferencias de sexo o etnia. Cada uno fue asignado

aleatoriamente al grupo test o control. El grupotest (n=18) recibió un sobre con

polvo de disolución oral, el que debió consumir l vez por día, por 3 meses, que

contenía L. rhamnosus SP1 (1x108 UFC/ml). El grupo control (n=15) recibió un

placebo con las mismas características que el del grupo experimental, pero sin

probiótico. Todos los participantes recibieron tratamiento periodontal no

quirúrgico, se les enseñó la técnica de Bass modificada y a utilizar seda dental.

Se consignaron los parámetros clínicos y se tomaron muestras de biofilm

subgingival, para determinar el recuento de P. gingivalis, T. forsythia y A.

actinomycetemcamitans mediante PCR en tiempo real. Los parámetros clínicos

y microbiológicos fueron consignados en el tiempo basal, al finalizar la

intervención con el probiótico/placebo, a los 3 y 6 meses de seguimiento. El
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análisis de datos se realizó según intención de tratar y se aplicaron pruebas

estadísticas según Ia naturaleza de la variable.

RESULTADOS: Se detectó una disminución en todas las variables clínicas

analizadas, sin encontrar diferencias estadísticamente significativas entre los

grupos. En el recuento del índice gingival según severidad, pudo detectarse

diferencias estadÍsticamente significativas en el 0, 1 y 2. En el grupo Control se

detectó diferencias estadísticamente significativas solo en los códigos 0 y 1. En

el análisis microbiológico no se detectó diferencias estadísticamente

significativas en el recuento de P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans y T.

forsythia.

CONCLUSIONES: Los pacientes con gingivitis tratados con probiótico de L.

rhamnosus como adjunto a la terapia convencional presentan una mejora

clínica en las variables índice gingival, índice de placa bacteriana, índice de

sangrado al sondaje, profundidad de sondaje y nivel de inserción clínica,

presentando diferencias estadísticamente significativas en el código 2 del índice

gingival versus el control. No se detectó diferencias estadísticamente

significativas en el recuento de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y T.

forsythia.
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Anexo Nol.

IHFORME ANAU§IS DE CONCORDANCIA íT.¡OICC KAPPA DE COHEN

Kappa
Profundidad de Sondaie 0.866

Posición de encía o.877
Nivel de lnserción Clínico 0.820

lndice de Placa 0.s35
lndice de Sangrado 0.812

lndice Gingival o.842
Tota!(Promedio) 0.858
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Profundidad de Sondaje

a. No se supone la hipótesis nula.

b. Utilización dei error estándar asintótico que asume la hipótesis nula.

2 Recuento

% deltotal

3 Recuento

% delto-tal

4 Recuento

13

1,s%

0

0,0%

0

4,0%

0

0,0%

0

0

0,0%

ncnL¿L

25,8%

¿3

2,4%

ü

0,0%

I

0

a,0%

20

2,0%

495

50,6%

12

1,2%

1

0

0,0 ?'"

I

0,1%

¿1lt

1,7%

129

13,2%

z

0

0,0%

0

0,0%

0

a,a%

2

ü,2%

10

IJ

l.J7a

¿(3

27,9%

54,7 0/o

143

14,6%

14

Total Recuen 13 1276 | 528 | 149 ltz I gZa

1,3% | 28,2% | s+,ou I ts,z,t I t,zuI Ioo,ox

Medidas simétricas

Valor

Error

estándar Aprox. Sb Aprox. Siq.

MEdida de acuerdo Kapp; ,866

978

,014 38,274 ,000

Sondaie 12)

Iotal0 1l2l314
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u)

R

Posición de encía

amiento de casos

Medidas simétricas

Posición de encía (2)

Total-2 n ? ?

Posición de
encía

-2 Recuentc

% del tota

% deltota

0 Recuent(

% deltota

% deltota

2 Recuentc

% deltota

3 Recuentc

o/" dal tnta

-1

12

1,2%

0

A,0o/o

U

0,0%

0

o,0%

0

o,0%

0

0,0%

¿

02%

53

E AO/

11

4 40/t , I /a

n

0,oo/o

0

0,0%

0

0,8%

0

0,0%

4

0,4%

754

81,2%

4

a,4%

0

0,0%

0

0,0%

0

o,o%

c

0,s%

6

0,6%

/J

1 EOlttJlo

0

0,0%

1

ñ 40/v, t /o

0

0,0%

0

a,0%

0

0,D%

5

0,5%

I
0,9%

0

0,0%

0

0,0%

1

ñ 4A,'.

0

0,0%

0

0,0%

CI

0.a%

0

0,0%

1J|

1,40k

61

6,2%

811

82,9%

82

8A%

I
0,9%

1

ñ 10/U, I /O

Total
Recuento

12

1,2%

66

6,7%

802

82,0%

83

8,5%

14

1.4%

1

ü,1%

978

100,0%

Valor

Error

estándar Aprox, Sb Aprox. Siq.

VlEdida de acuerdo Kappi ,877

978

,019 39.'135 ,000
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l*n

lro,on
It,
¡

1o,,"
Il,

1

1%

0

0

0%

0

ü%

0

o%

0

a. No se supone la hipótesis nula.

b. Utilización dei error estándar asintético que asume la hipótesis nula.

ivel de lnserción (1 ) -6 Recuento

% del total

-5 Recuento

% del total

-4 Recuento

% del total

-3 Recuento

% del total

-2 Recuento

% del total

-1 Recuento

% del total

0 Recuento

% del total

de lnserción (1) " Nivel de lnsercién (2)

-sl-41-31-zl-rlol1
Nivelde lnserción (2)

1,,

I

l1
lo,*
io
lo 

o*

t,
lo,*
1,.,

i,.,u,"

1,,

1,,*l,
I

101%

lo
lo rn
I

loRecuento
I

ol

l,o

l, o*

loru

l.u 
u*

1,.
I

lz.*r"

lo
1,..
lo
I



otal Recuento 21 4 l,17 lr o¡

2%lü,4%11 ,7%1116 ,7 ,3?"126 -a%13 6T"lt,tv"lo,l roll oL¡ o, ,

94

a, No se supone la hipétesis nula.

b. Utilización del error estándar asintótico que asume la hipótesis nula.

lV) índice de Placa Microbiana

Edida de acuerdo

Casos

Válido Perdidos Total

N rorcentaie N f,orcentaie N f,orcentaie

ndice de
)laca (1) *

978 )3,30/o 7A 6,7% 1 048 100,0%

ndice de Placa 12)

Total0 1

indice de Placa (1 ) 0 Recuentr

% deltota

1 Recuentc

% del tola

814

83,2%

10

1,A%

7

a,7%

147

15,00/,

821

83,9%

157

16,1%

fotal
?ecuento

824

843%

¡JZ+

15,7%

978

100,0%



Medídas Simétricas

Valor

Error

estándar Aprox, Sb Aprox. Siq.

VEdida de acuerdo Kappa ,s35

978

,016 29,242 ,000

g5

a. No se supone Ia hipótesis nula.

b" Utilización del error estándar asintótico que asume la hipétesis nula.
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V) indice de Sangrado

Casos

Válido Perdidos Total

N Porcentaie N Porcentaje N Porcentaie

Sangrado (1 ) 
.

ndice
978 s3,3% 70 o, t -/a 1 048 100,CI%

ndice Sanqrado (2)

Totalbt No

Sangrado (1) No Recuento

% deltotal

Sí Recuento

% deltotal

2 Recuento

% deltotal

602

61,6%

45

4,6%

0

o,o%

36

3,7%

293

30,0%

2

u-¿ to

638

65,2%

338

34,6%

2

o2%
Iotal Recuento

% del tota

647

66,2%

JJI

33,8%

978

'100,0%

Medidas Simétricas

Valor

Error

estándar \prox. Sb Aprox. Siq

VEdida de acuerdo Kapr ,812

978

,020 25,485 ,000

a. No se supone la hipótesis nuia.

b. Utilización del error estándar asintótico que asume la hipótesis nula.
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Vl) índice Gingival

a. No se supone la hipótesis nula.

b. Utilización dei error estándar asintótico que asume la hipótesis nula.

Casos

Válido Perdidos Toial

N Porcentaie N Porcentaje N Porcentaie

lndice Gingival (1) . lndice Gíngival (2)
528 59,9% +20 4A,1% 1 04f 100,0%

ndice Gingival {2)

Totai0 I Z

ndice Gingival (1) 0 Recuento

% del tota

I Recuento

% deltota

2 Recuento

7. del trrta

227

36.1%

t¡

2,7%

4

0,6%

18

2,5%

249

39,6%

12

1 ,golo

ü,5%

1,3%

90

14,3%

248

39,5%

274

43,60/,

106

16,9%

Total
Recuento

248

39,5%

279

44,4%

101

16,1%

628

100,0%

Medidas Simétricas

Valor

Error

:stándar \prox. Sb Aprox. Siq.

\4Edida de acuerdo Kat ,842

628

,019 28,259 ,000
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Anexo No3

UNIVERSIDADDECHILE
Facultad de Odontologia - Departamento de Odontoloqlá Conseruadora

E4:72109t2O12

Faculiad de Odonto ogia
t.Jñiversid¿d de Chiie

Proyecto de Irrvestigación Fondecyt
Ac¿démico Responsable: lorge 6amonal

CONSENTIMIENTO INFORMADO - PADRES O APODERADOS

Anlecedentes Generaies
5u hijo o prp¡lo ha s¡do invitado a pattacipar vóluntarlamente €n un estudio patroainado Dcr
Fündecyt Requla.. tituiado "Efecic alinico v ñicroilioiég¡co de Lactobaciios Rh¡mnosus
adjtJnto a !a terap¡a periodontal convenciDnal en pactentes adolescentes con gingivit¡s".
Estas enferrnedades periodonta{es {qingiyitis y periocjontitis) corresponde a una ¡nfección
de las tejldos a¡rededor del diente y con ei tiemps y sin tratar¡iento puede generar una :s ór
destru.iiva e:r los tejidos que rodea¡ la raiz del diente.
EI trai:riento de estas esiones es l¿ elimináción de la pla.-a bacteriana actmuladá
alrededor del diente, ccn el objetivo de :lim¡nar la ¡nfección y evitar as comp:¡cac¡ones
asoc¡adas a esta enfermedad.
Eil términos genera es, el olljÉtivo dei presente estüdio es caracterizar la presencia de las
bacterias localizadas al¡edeCor del diente y conocer la presencia de algLnos ind¡cBdores de ¿

respuesta deFensiva dei sujeto, como ia deteccióñ de ciedos meCiadores involucrados en
inflamación.
Con es[E fin se incluiráf; aCo escenles cen ging¡vitis (e¡fermedad en estudio) y otros
adolesce¡tes sanos, en ios que adei¡as del tratarnientD periodontai de elimÍnar la placa
bacterjana, el tártaro presente y efectuar la enseiianaza de técn¡ca de aepillado, se
procederá a tomar muestras bioiógi.as de la pla.a bacteriana y del fiuido gingival crevt.u{rr.
En ei prese¡te estudio habrá üri grupo placebo, y ias personas afectaCas por g¡ngivitts o

periodont¡tis recibi¡án tratamiento estándar o experimental con probióticos.
Este formulario será explicado por el investigador y se enlregará a los paÉ¡c¡pantes para su
lectura. El part¡cipante podrá retirarse Cel estudio en cualquier momento que lo desee y sus
datos serán e imiaados a paftir de ese mcmento.

Procediriienlo de toma de las muestras
Se incluirÉn pac¡entes con d¡aqnósti.o de qi¡givit¡s y conttoles s¡n 1a enfermedad, q!e no
presenteft enÍennedades generales. lJnJ vez reaiizado el diagnósEco se tomarán las
muestras biológicas (nred¡anie un cono de papel y una tira de pape¡ absorbente en la

unión de la encia con el diente) a i¡¡cio del estudio, luego a ¡os 6 y 12 meses.
Durante el tratamiento, en Íorma aleatoria se designará que qrupo de pacienles estará
rsardo probióticos (mictoorganismos vivos que a! ir¡ger¡rse ejetcen efectos ben-Áficos para
la saluC) durante 6 nreses y que grupo de pacientes estará s¡n usar probiót¡cos.
La duracián del estudio será, por tanlo de un ¡tio en pacientes que se real¡cen tratamierto
periodontal, El financiamiento del trataüiento será responsabilidad del estudio, y os

análisis úe mirestras serán flnatrciados por el proyE.to, esi .omo ei estudio radiográfico
requerido para éste.
Ei rotal de m!estras y datos obtenidos serán req¡strados e identificados por e! investiq3cor
responsabie mediante códiqos F¡ra su lti¡izaciór exclusiva en el desarrollo del
estudio. Los datos perssn¿les e identlficación de los sujetos participañtes serán
Dpto, de Odontología Conservadorá/Olivos No943, Independenc¡a¡: 9781
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confidenciales y se utilizarán códigos para mantener oculta |a id¿nt¡dad de ios
pañic¡pantes. En caso de manifestar interés en los result¡dos de los análisis efectuados,
Ios interesados pueden acceder a esta información sol¡citándola al invesligador
responsable. Los sujetos partic¡pantÉs pueden retirarse del estudio en cualquier momentó
que est¡men conveniente, s¡n perjuicio de su tratamiento odonlológico, En este caso, sólo
se estudiárán las mUestras obteniCas con anterioridad al retlro def sujeto,

Los pac¡entes que luego de ingresar al estud¡o man¡fiesten después del anál¡sis clínico que
no han obtenido la mejoria deseada, serán atenclicJos profesionalrnente sin costo alguno
por los profesíonales integrantes del proyecto de investigactón.

Beneficios de p¿rticipar en el estudio
Como ventaja de pañ¡cipar en ei presente estudio, a todos los pacientes pafticlpantes dei
mismo se les hará entreqa de toCos !os elementos necesar¡ss para la higiene buca! (cepilio
dentario, cepillo interproximai, s:da y enjuagatr:rios).
Otra ventaja es que se les dará a coDocery se consignare en su ficha clínica los resultados
de Ios análisis que resultan de las muestras biolégicas tomadas a los paci€ntes.
En relación con el tratamiento per,odúnta¡, €n el lratamiento realizado por el suscrito, se
hará una reba.ja de un 509¡ del arancel que la Facultad tiene dispuesto cobrar para tales
efectos.

R.iesgos de partlcipar el estudio
La desventaja de participar en el presente estudio, es que los pacientes seleccionados serBf
;omet¡dos a la toma muesira de placa bacteriana y de fluido gingival crevicular lque no

requiere anestesia, y es inocua para el paciente)
En caso de alguna diiiculiad, ios teléfonos de cúñtacts del investiqador- responsabler jcrge
Gamonal, sún: 9781839,9781838, y 2.324232
En la situación de tener un imprevisto gastrointest¡nai por el uss de probióticos, contactars:
con el Investigador Principal, quién deri,rará ¡nrnediatamente al Dr. losá l'lanuel lulanr qL€:,
integrante del presente proyecto de investigacián.

5e señaia además, que en el presente estudio no hay retribucién económica.

Dpto. de Odontología Conservadora/Olivos No943, Independencia¡: 978183g/Casílla 1903
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FORllfL-LARl() DE (t()NSE:-1-Il\tIEN'tO lli F{)Rl}I,\D{)

Declaro hailer comprendido las explicaciones que se me han laciiltedo, en un lengusje claro
y senc¡llo, y el facultativo me ha permitido realizar todas las obseruJ€iones y pregunt¿s
necesarias, reso vjéndor¡e todas les dud¿s que le he planteado, señalándome además que
h¿brá absoluta confidenciálidad en los datos por ni entregados.
Támbién comprendc que, en cualquíer mo¡nento y sin neces¡dad de dar explicación alquna
puedo revocar el consentimientc que ahora prestc para participar err el presente proyecto de
In'Jest¡gación, y que fre¡te a cuaiquier dud¿ puedo además consuliar con e preside¡te del
Comité de Ética de la Facultad de Odonto!ógía, Dr. Juan Cortés, en €l fonc: glAfTAl,
Además se me ha aclaradc, que en raso de no rlar mi consentimiento, el profesional
procederá de todas mafferas a reallzar pl meñc¡onado tratamie¡to periodontai.

Identlt¡cacióf Paciente
l,lombr e:

Identif¡f,ación Tutor o Padre del participante
Nombre

Firma

Identif¡cac¡ó¡ del inv que toma el CI
N0mbre:
Fono

Fecha:_

Identificación I¡v. Resp.
Nombrel
Fono

Firma Fecha;

Dpto. de Odontología Conservadora/Olivos Nog43, Independenciatl:

Firm3
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Facultad de odontologia
Uriverslciad de Chiie

Proyecto de Investigación
Académico Responsable: lorge Gamo¡al

Asent¡m¡ento Informado - Adolescentes

Antecedenles Genéra,es
Usted ha sido ¡nvitádo a part¡cipar voluntariaBente en un estudio patrocinado por Fondecvt
Regular, titulado "Efecto clín¡co y m¡crobiolégicú de Lactobacillus Rhamnosus adjunto a la
Terap¡a periodontal convenciona¡ en pacientes adolesentes con gingiv¡t¡s'_
Las enfermedades per¡sdontales (gingivitis y periodontitis coresponden a una infección de
los tej¡dos alrededor del diente y con el tiempo y sih tEtam¡ento puede geneEr una lesión
destructiva en los lejidos que rodean la raíz del d¡ente. El tretamiento de estas lesiones es
la eliminación de la placa bacteriana acumulada alrededor del diente, con el objetivo de
el¡m¡Br la infecc¡ón y evitar las compl¡caciones asoc¡ad¿s a esta enFermedad.

En térm¡nos generales, el objeüvo del presente estud¡o es caEcterizar la Fresenc¡a de las
bacterias local¡zádas alrededor del diente y conocer s¡ el protriético como adjunto al tÉta-
miento periodonfal convencioml mejore la respuesta de los tejidos periodonta¡es.

Con este fin s incluirán adole*entes con gingiütis (enfemedad en estudio) en los que
además del tmtam¡ento p€riodoñfdl de elimiEr la plac bacteriana, el tártaro presente y
efectuar la enseñanza de técnica de cep¡llado, se prccederá a tomar muestras biolég¡cas
de Ia placa bacteriana y del flu¡do gingival creúelar.
Este formulario srá expliGdo por e¡ inve*igador y * entregará a los partic¡pantes pare su
lectura, El participante podá retinrc del estudio en cualquier momento que lo desee y sus
datos seÉn el¡minados a partjr de es momento.

Prccedimiento toma de las muestras
Se incluiÉn pacientes con diagnóstico de g¡ng¡v¡tis, que no presenten enfermedades
genemles. Una vez real¡zado e¡ d¡agnóstico se tomarán las muestras biológ¡aas (mediante ur
cono de ¡npel y una tire de papel absorbente en el surcq g¡ngival) al ¡n¡cio del estud¡o, luego
a los 6 y 12 meses.
Durante el tGt¡m¡ento eh forro aleat¿ria E de§gnará qué grupo de pacientes estará
usañdo prcbiót¡cos duBnte 3 meses y qué grupo de pac¡entes estará siñ usar prcbiót¡€ós.

EI financ¡amlento del trdtam¡entB será responsab¡lidad del estud¡o, y los
anál¡s¡s de muestras serán financiados por el proyecto/ así comü e! estud¡o rad¡ogfríf¡co
si tuese requerido pan¡ éste.
El totál de muÉstEs y datos obtenidos serán registrados e ident¡f¡cados por el investigador
responsabl€ mediante códigos para su utili¿acién exclus¡va en el desarrollo del presente
eshrd¡ü. Los dalos personales e ldehtiñsác¡ón de los sljetos participantes serán
confidenc¡ales y se ut¡l¡zaá n .ód¡gús Fara mantener oculi-a Ia idenhdad de los . --; I _ -: --
participantes. En cas de manifestar interés en los resultados de tos análiss.f"cfuiád-m,".:.),
,os ¡nteresádos pueden acceder a esta inFoffiac¡ón sollcitándola al ¡nvest¡qadtri ' _;-T-.?,\,
responsable. lls sljetos partíc¡pantes pueden ret¡rarse del estudio en cualqu¡ed momibió ! .!
que estimen ¿onveniente, s¡n perjuic¡o de su tratamiento odontológico. En estéEasqE¿b l.;l
se estudiBrán las muestÉs obtenidas con anterioridad al retiro del sujeto. ,,,..;r__^ _-"', ;.,-.'-|-'
Dpto. de Odontologia ConseruadoralOlivss Nog43, Independenc¡ai: 978183g/Cas¡lla 1903
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Benef¡cios de participar en el estudi,
Como ventaja de participar en el presente estudio, a todos los pacientes part¡cipantes del
m¡smo se les hará entrega de todos los elementos neEesar¡os para la hig¡ene bucal (cepillo
dentario, cepillo interprox¡rnal, seda y e¡juagatorios).
Otra ventaja es que se les dará a conmer y se cons¡qnará en su ficha clínica los resultados
de ios análisis que resultan de las muestras biológicas tomadas a los pac¡entes.
En relacién con el tratamiento periodBnta¡, en el tratamiento realizado por el suscrito, se
hará una rebala de un 50o/o del arancel que la Faculiad tiefle d¡spuesto cobr¿r para tales
efectos.

Riesgo de participar el estudio
La desventaja de part¡cipar en el presente estudio, es que lós pacientes seleccionados seráñ
sometidos a la toma de una muestra de placa bacteriana y de fluido gingival crevicular (que
no requ¡ere anestes¡a, y es inocua para el paciente).
En cae de alguna d¡ficultad, los telétonos de cantacto del ¡nvesugadcr responsable: lorge
Gammal, son: 9781702, 9785047.
En la §tuación de tener un imprev¡sto gastroint€stinal por el uso de preb¡ót¡cos, csntactatse
con el Inv6B-gador Principal, qu¡én derivará lnmediatamente al Dr. losé Manuel Manrhuez,
integrante del presente proyecto de invÉstigacién.

Se señala además que en el presente esfud¡o no hay retribución económica.

Decl¿ro
Haber comprendido las expliac¡ons que se me han fac¡litador en un lenguaje claro y
sencillo, y el ftscultativo me ha p€rmatido realizar todas las observaaiones y preguntas
necesarias, resolviéndome todas las dudas que Ie he planteado, señalándome además que
habrá absoluta conñdenrjalidad en los datos por mi entregados.
También comprendo que, en cualqu¡er momento y sin necesidad de dar expl¡cación alguna
puedo revocar el consent¡miento que ahora presto para padicipar en el presente Proyecto de
Investigación, y que frente a cualquier duda puedo además consultar con el Presidente del
Cqmité de Ét¡ca de la Facultad de odontología, Dr. luan Co/¿es, en el fono: 9781701.
Además se me ha aclaredo, que en cas6 de no dar m¡ asentimiento, el profesional procederá
de todas maneras a real¡zar el mencionado tmtamiento periodontal.

Identiñ.ac¡ón Pac¡ente
N0mbre:
Rut:
Fono:

Firma

Fecha:

Fecha de Ed¡ción: 19.08.2012

Idenüficación Inv. Resp.
Nombre:
Rut:
Fono:

Fiñna

Test¡go
Nom bre:
Ruti
Fonc:

F;isr3
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