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RESUMEN

Introduccion. Empresas farmacéuticas tienen a la venta probidticos a base de
Lactobacillus sp. como coadyuvante para el tratamiento de enfermedades
periodontales, sin embargo, los cambios en la microbiota subgingival con dichos
tratamientos han sido pobremente evaluados. Objetivo. Describir la microbiota
subgingival de un paciente con periodontitis crénica y comparar los cambios
microbioldgicos a través de un estudio longitudinal, bajo el tratamiento del probidtico a
base de Lactobacillus reuteri (Probucal-D®BioGaia) por medio de la técnica de
Checkerboard. Materiales y métodos. A una paciente seleccionada con Periodontitis
Crénica (PC) se le indicé el uso del probidtico por 30 dias, después del cepillado matutino
y vespertino. Se realizd evaluacion periodontal y microbiolégica previo al tratamiento
(Tiempo-0=T0) y en tiempos de 1, 3y 12 meses (T1, T3y T12). Los pardmetros evaluados
en cada visita fueron: acumulaciéon de placa, enrojecimiento gingival, sangrado al
sondeo, supuracién, profundidad de bolsa y nivel de insercién (6-sitios/diente). Las
muestras de placa subgingival fueron procesadas para determinar: niveles, prevalencia
y proporcion de 40 especies por medio de la técnica de Checkerboard para hibridaciones
DNA-DNA. Resultados. 16 de las 40 especies evaluadas presentaron menores cuentas y
proporciones en T1: Parvimonas micra (cuentas_p<0.01, proporcién_p<0.05) y
Streptococcus gordonii (proporcion_p<0.05); en T3: Fusobacterium periodonticum
(cuentas_p<0.001) y en T12: (cuentas_p<0.001, proporcion_p<0.01) en comparacidn con

el TO. A partir del T3: Treponema denticola (cuentas y proporcion_p<0.05),




Campylobacter showae (cuentas_p<0.05, proporcion_p<0.01) vy Actinomyces
odontolyticus (cuentas_p<0.01, proporcidon_p<0.001) tuvieron porcentajes mayores de
cuentas y proporcion que los que tuvieron en TO. Conclusidn. Bajo el tratamiento del
probidtico a base de L. reuteri, se mantuvieron menores cuentas y proporcién en el 40%
de las cepas evaluadas en el paciente con PC. Se sugiere efectividad antibacteriana
moderada y temporal del probiético, ya que la microbiota periodontopatdgena se

restituyd posterior a los tres meses del tratamiento.

Trabajo presentado en International Association for Dental Research (IADR,
division mexicana, Cancun Quintana Roo, 2019) http://www.iadr.org.mx/otros-

congresos.php (anexo 1).
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INTRODUCCION

ANTECEDENTES
Etiologia de las enfermedades periodontales

Generalidades

Las enfermedades periodontales se definen como infecciones endégenas mixtas
que estimulan respuestas inmunolégicas destructivas, conduciendo a la pérdida de los
tejidos de soporte del diente, causadas por la disbiosis de la biopelicula %, 2. Si hablamos
propiamente de gingivitis, nos referimos al principal cuadro patolégico seguido de la
periodontitis; la cual es el resultado de la inflamacién gingival causada por la
acumulacién de microorganismos, la respuesta inflamatoria puede resistir varios afios

sin destruccion del ligamento periodontal o evidencia de pérdida dsea 3.

La clasificacion del desarrollo de la gingivitis es la lesidén inicial, temprana,
establecida y avanzada. El inicio de la periodontitis se da cuando la lesién inicial progresa
a lesion establecida o llamada progresiva 2. Se considera que la periodontitis comienza
como una gingivitis inducida por placa dentobacteriana, lesidon que es reversible y que si
no es tratada evolucionara a una periodontitis (figura 1) 4. En los pardmetros clinicos de
periodontitis, se observa destruccion tisular y pérdida dsea en grados variables,
dependiendo del tipo de ritmo de progresion de la enfermedad, pérdida de la insercidn,

bolsas periodontales >3 mm y en ocasiones presencia de sangrado y/o supuracién 2.

La clasificacion del desarrollo de la gingivitis es la lesidn inicial, temprana,

establecida y avanzada. El inicio de la periodontitis se da cuando la lesidn inicial progresa




a lesion establecida o llamada progresiva 2. Se considera que la periodontitis comienza
como una gingivitis inducida por placa dentobacteriana, lesidon que es reversible y que si
no es tratada evolucionara a una periodontitis (figura 1) 4. En los pardmetros clinicos de
periodontitis, se observa destruccion tisular y pérdida dsea en grados variables,
dependiendo del tipo de ritmo de progresion de la enfermedad, pérdida de la insercidn,

bolsas periodontales >3 mm y en ocasiones presencia de sangrado y/o supuracion 2.

Gingivitis y periodontitis

La clasificacion mds actual de las enfermedades y condiciones periodontales,
establecida por la Academia Americana de Periodontologia y la Federacién Europea de
Periodontologia, clasifica a las enfermedades periodontales y/o condiciones
periodontales, de acuerdo con los conocimientos actuales de fisiopatologia. Define a la
salud periodontal como: la ausencia clinica detectable de la inflamacidn, en el cual hay
una homeostasis entre el sistema inmune y la salud gingival clinica. La salud periodontal,
se puede encontrar en un periodonto intacto sin pérdida de la insercién clinica o pérdida
d6sea, en un periodonto reducido, en pacientes sin compromiso periodontal, o en
pacientes con una historia de periodontitis, la cual se encuentra estable
periodontalmente®. Por otro lado, hay dos categorias para las enfermedades gingivales:
las inducidas por placa dental y las no inducidas por placa dental, déonde el término
"gingivitis" se aplica solo a la gingivitis inducida por placa dental, en lugar de las formas

de gingivitis no inducidas por la biopelicula ® figura 1.




Las formas de periodontitis crénica o agresiva de la clasificacion de Armitage de
1999 dejan de referirse asi. En la clasificacién de 2018, se clasifica en 3 tipos de

periodontitis *:
1.  Enfermedad periodontal necrozante:
a. Gingivitis necrozante
b. Periodontitis necrozante

c. Estomatitis necrozante

2.  Periodontitis como manifestacion por enfermedades sistémicas: la clasificacidon
de estas condiciones basa en el sistema primario de enfermedades sistémicas
de acuerdo con su clasificacién internacional estadistica de los cddigos de las
enfermedades relacionadas con problemas de salud (ICD).

3. Periodontitis:

a. Estadio: basado en la severidad 2 y complejo del manejo ®

Estadio I: periodontitis inicial

Estadio II: periodontitis moderada

Estadio Ill: periodontitis severa con potencial adicional a perdida

dental.

Estadio IV: periodontitis severa con potencial de la perdida de la

denticion.




b. Extensidny distribucion ©: localizada, generalizada; distribucién

molar/incisivos.

c. Grados: evidencia o riesgo de progresion ¢, respuesta anticipada a

tratamiento ©.

i Gado A: taza de progresion baja.

ii. Grado B: taza de progresion moderada.

iii. Grado C: taza rapida de progresion.

a) Severidad: nivel de insercion clinico interdental (CAL) y sitios con gran perdida,
radiograficamente perdida de hueso y dental. b) Complejidad del manejo: Profundidad del
sondeo, patrén de pérdida dsea, lesion de furca, nimero de dientes remanentes, movilidad
dental, defectos del reborde alveolar y disfunciones de la masticacién. c) Descripcién del
estadio: localizada < 30%, generalizada 230% de los dientes. d) Riesgo de progresion:
evidencia directa de radiografias o pérdida del nivel de insercion clinica o indirecta
(proporcién pérdida 6sea/edad). e) Respuesta anticipada al tratamiento: caso de fenotipo,
fumador, hiperglicemia °.
Biopelicula subgingival.
La cavidad bucal alberga un ecosistema compuesto por mas de 700 especies
bacterianas que interactian entre ellas y el hospedero, mds de 400 especies se
encuentran en la bolsa periodontal, que es la profundizacidon patoldgica del surco

gingival, con migracion apical del epitelio de unidn 2. Las interacciones bacterianas se

dan gracias a la formacidon de una biopelicula adherida a la superficie natural de los

dientes, la cual es la formacién de coagregados bacterianos, que existen como




comunidades cercanamente asociadas y se adhieren a una variedad de superficies
naturales y artificiales, en un medio acuoso que contiene una concentracién suficiente

de nutrientes para sostener las necesidades metabdlicas de la microbiota ”.

La coagregacion bacteriana es una de las caracteristicas principales de la estructura
de la biopelicula dental conocido en inglés como “Biofilm” donde se unen especies
bacterianas organizadas, lo cual les permite vivir en una comunidad en la cual existen
especies bacterianas que producen factores de crecimiento que requieren otras

bacterias, dependiendo unas de otras y asi poder sobrevivir 7.

Los complejos bacterianos de la placa subgingival son una representacion de las
asociaciones entre especies bacterianas que forman la placa dentobacteriana

subgingival (figura 2) & se pueden distribuir las especies en:

e Complejo de Actinomyces: especies de Actinomyces exceptuando Actinomyces
odontolyticus.

e Complejo amarillo: Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius, Streptococcus
oralis y Streptococcus sanguinis.

e Complejo morado: A. odontolyticus y Veillonella parvula.

e Complejo verde: Eikenella corrodens, Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga
sputigena, Aggregatibacter actinomycetemcomitans a y Campylobacter concsisus.

e Complejo naranja: Campylobacter gracilis, Campylobacter rectus, Campylobacter

showae, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum, Parvimonas micra,




Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Streptococcus constellatus y
Eubacterium nodatum.

e Complejo rojo: Tannerella forsythia, Treponema denticola y Porphyromonas
gingivalis.

e Especies no agrupadas: Aggregatibacter actinomycetemcomitans stp. b y
Selenomonas noxia.

En los complejos de Actinomyces y Streptococcus se agrupan especies que
colonizan la placa dentobacteriana en etapas tempranas después de una limpieza
profesional y en su mayoria son consideradas como periodonto benéficas o especies
compatibles con la salud periodontal. En la primera etapa de la formacion de biopelicula
dentobacteriana se da una adsorcidn de proteinas salivales, formando una pelicula
condicionante conocida como pelicula adquirida. La colonizacion primaria se da por
bacterias facultativas, principalmente Gram positivas las cuales se adhieren
selectivamente a la superficie dental. La segunda etapa de la formacidn de la biopelicula
se da por un mecanismo denominado coagregacién, dando una diversificacién de la
composicidon de la biopelicula debido a las adhesinas de la superficie celular. Se
coagregan y multiplican cocos y bacilos Gram positivos y Gram negativos, un ejemplo
son los complejos bacterianos verde y morado considerados como colonizadores
tempranos de la biopelicula dentobacteriana. En la tercera etapa, los receptores
superficiales de microorganismos permiten la posterior coagregacion de especies Gram

negativas que tienen poca capacidad para adherirse directamente a la superficie dental




como son F. nucleatum, P. intermedia y Corynebacterium matruchotii, conocidos como

colonizadores puente o patdgenos putativos del complejo naranja &2,

La heterogeneidad de la biopelicula dental aumenta con el tiempo junto con la
maduracion de las microcolonias, ocurre debido a la yuxtaposicion y funcién de la
biopelicula dental, induciendo a nuevos patrones de expresidon genética bacteriana como
son la conjugacién y la transformacién, las interacciones se dan por la proximidad de
diferentes especies. Gracias a esto, un mayor nimero de bacterias anaerobias estrictas
Gram negativas tales como T. forsythia, P. gingivalis y T. denticola colonizan en estadios
tardios del desarrollo de la placa dentobacteriana, contribuyen a la patogenicidad de la
biopelicula®. Estos colonizadores incluyen al complejo rojo, que son
periodontopatdégenos reconocidos, mismas que no presentan interacciones de

coagregacion significativas como los colonizadores tempranos & °

La biopelicula dental se asocia con las enfermedades periodontales debido a un
grupo caracteristico relativamente definido como patégenos periodontales, actuando en
combinacidn sinérgica; dentro de las cuales se incluyen a A. actinomycetemcomitans, T.
forsythia, P. gingivalis y T. denticola. El desequilibrio ecolédgico tanto en la poblacién
mexicana como en otras poblaciones del mundo consiste basicamente en el aumento de
especies periodontopatdgenas y la disminucién en especies compatibles con salud
periodontal en sujetos sanos en comparacion con sujetos con periodontitis (figura 3)
12 Desde el punto de vista etioldgico, se consideran ciertos factores que van a determinar

la enfermedad y la severidad en un individuo esto incluye: susceptibilidad del huésped;




presencia de bacterias patdgenas y reduccién o ausencia de las llamadas especies
benéficas. Se han establecido de manera universal, perfiles microbioldgicos
subgingivales para la salud periodontal y periodontitis crénica generalizada, las
diferencias en la microbiota subgingival entre poblaciones puede presentar ciertas

particularidades, con la finalidad de establecer tratamientos periodontales especificos **

14

En la descripcion de la microbiota subgingival de sujetos mexicanos sanos
periodontalmente y con periodontitis cronica y aguda generalizada, y sin compromiso
sistémico, establecieron que las especies bacterianas compatibles con la salud
periodontal incluyen miembros de los géneros: Actinomyces, Streptococcus y Veillonella,
mientras que especies de los géneros Prevotella, Porphyromonas, Treponema y
Tannerella fueron detectadas en mayor proporciéon en sujetos con periodontitis,
demostrandose que no existen diferencias microbiolégicas significativas entre sujetos de

estudio con periodontitis cronica generalizada y periodontitis agresiva %

Técnica de Checkerboard para hibridacién DNA-DNA

Para detectar la presencia de acidos nucledtidos de microorganismos de la cavidad
oral, se utilizan técnicas moleculares como es el proceso de hibridacién de sondas de
acidos nucleicos (DNA-DNA). La extraccion de acidos nucleicos depende del tipo de
muestra, la cantidad de microorganismos presentes y la naturaleza del acido nucleico, y
evita la pérdida de la muestra por viabilidad celular, ya que se requiere de células lisadas

para su identificacién. La hibridacién consiste en el apareamiento de dos cadenas




sencillas de acidos nucleicos que sean complementarias entre si para formar un hibrido.
Se basa en la capacidad de desnaturalizacidon y renaturalizacién de los acidos nucleicos,
cuando una cadena de DNA se somete a un choque térmico o cambié de pH, causando
que los puentes de hidrogeno que mantienen su estructura se desnaturalizan (rompen)
separando las dos cadenas complementarias entre si, después se restablecen las
condiciones de temperatura o pH con ello las hebras de DNA son capaces de volver a
unirse para formar la doble cadena a lo cual se le llama renaturalizacion. Se desnaturaliza
la diana previamente extraida, se introduce al medio de reaccién, la sonda estds son
sintéticas y compuestas de 20 a 50 bases, una vez formado el hibrido se detecta
siguiendo el formato de revelado inmunolégico que determina el sistema de marcaje
empleado en la sonda (enzimas, radioisétopos fluorocromo o antigeno). Checkerboard
DNA-DNA es un proceso usado para determinar la abundancia de un microorganismo en

particular de una muestra °.

Probiodticos

Historia y concepto

El consumo de microorganismos que promueven la salud data de la antigua Roma,
donde se menciona que el uso de alimentos fermentados con microorganismos fue
utilizado como agentes terapéuticos. Plinio Segundo escribié que los productos de la
leche fermentada podrian ser beneficiosos para la microbiota estomacal . El
microbidlogo ucraniano Eli Metchnikoff, ganador del Premio Nobel de la Ciencia en 1907,

trabajando en el Instituto Pasteur, establecid los fundamentos cientificos de los




probidticos, que hasta la actualidad tienen alcance hasta la cavidad oral '/, 18
Metchnikoff propone en su libro “The Prolongation of life”, que la ingesta de probidticos
como Lactobacillus bulgaricus es capaz de desplazar la microbiota patdgena intestinal
gracias al acido lactico *°. En 1965 Lily y Stilwell introducen el término probidticos como
“una sustancia producida por los microorganismos que promueven el crecimiento de
otros microorganismos” 2° de aqui en adelante se han dado diversas definiciones 2. Entre
ellas, la mas actual de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se definen
como “microorganismos vivientes que al ser administrados en dosis adecuadas ejercen

un efecto benéfico sobre la salud del hospedero” 22. 23

La aplicacion de la “bacterioprofilaxis” por medio de probidticos o terapia a base
de sustituciéon de la microbiota bacteriana, fue descontinuada por la llegada de los
antibioticos, los médicos y la poblaciéon se convencieron de que las enfermedades
infecciosas eran mejor tratadas con antibidticos. Sin embargo, en la actualidad no se
tiene el conocimiento del tratamiento ideal para prevenir y contrarrestar infecciones
enddgenas de caracter mixto como son las enfermedades periodontales ?!. El efecto del
tratamiento con probidticos ha sido estudiado extensamente y en los ultimos 20 afios.
Ha tenido un avance selectivo y caracteristico de cultivos bacterianos y su uso en diversas
indicaciones sistémicas y desordenes médicos, se ha demostrado ampliamente los
efectos beneficiosos en infecciones crdénicas, entre las mas relevantes colitis ulcerativa
24 colon irritable %°, diarrea asociada a antibidtico-terapia 2°, entre otras, sin embargo el

efecto de los probidticos en la salud periodontal es aun limitada 2 2%




Mecanismo de accion de los probiéticos

Los probidticos actuan a través de una variedad de mecanismos que incluyen:

e Exclusidon y competencia de patégenos potenciales de nutrientes y células epiteliales
de adhesidn.

e Produccién de sustancias antimicrobianas contra especies periodontopatdgenas.

e Inmuno-modulacién local y sistémica.

e Aumento de la funcidén de la barrera de las mucosas.

e Modulacién del hospedero a la respuesta inflamatoria.

e Modulacién de la proliferacion celular y apoptosis a través de respuesta celular.

e Inhibiendo el crecimiento de patégenos a través de la produccién de bacteriocinas o

produccion de acidos y peréxido 27

Efectos en la cavidad oral

En recientes estudios, el uso de probiéticos ha sido mayormente promovidos para
contrarrestar infecciones orales como: caries, enfermedades periodontales y halitosis 27
Los requisitos indispensables para que un microorganismo pueda ser considerado como
probidtico oral no es solo la capacidad de adherirse y colonizar las diferentes superficies
de la cavidad bucal, sino también tener la habilidad de no fermentar azlcares para no

disminuir el pH de la cavidad bucal pudiendo favorecer la aparicién de caries 2% %°,

e La funcidn de los probidticos en la cavidad bucal sigue en investigacidn, algunos

estudios sugieren que los probidticos pueden actuar de la siguiente manera:




e e Adhiriéndose a diversas estructuras bucales (dientes, biopelicula, tejidos blandos,
etc.).

e e Produciendo diversas sustancias antimicrobianas para combatir bacterias patégenas
existentes; desencadenando una respuesta inmune en el cuerpo contra la
inflamacién.

e e (Cambiando el pH del medio ambiente de la cavidad bucal para crear un medio mas
saludable 1630

Las especies comuUnmente usadas en probidticos en la actualidad son:

Streptococcus sp. Lactobacillus sp., y Bifidobacterium sp., y los han aplicado en diversos

alimentos como la leche, el yogurt, cereales, en goma de mascar o en enjuagues bucales,

gotas y recientemente en pastillas masticables 227

Uso de probidticos en caries dental

La caries es una enfermedad multifactorial de origen bacteriano que se caracteriza
por la desmineralizacion dacida del esmalte, aparece después de los cambios de
homeostasis del ecosistema oral llevado a la proliferacién de biopelicula bacteriana,
Streptococcus mutans mayormente asociada a su desarrollo. Diversos estudios a base
del probidtico Lactobacillus rhamnosus GG, han demostrado su efectividad en nifios de
1-6 afios con la disminucion de Streptococcus sobrinus 3! y disminucion en niveles de S.
mutans en nifios que consumieron leche con dicho probidtico 2. En otro estudio in-vitro
probidticos como: Lactobacillus rhamnosus LB21, Lactobacillus paracasei F19, L. reuteri
PTA 5289 y L. reuteri ATCC 55730 mostraron inhibicidn parcial para Streptococcus del

grupo “mutans” y para Candida albicans in-vitro 33.




Tratamiento a base de probioticos de las enfermedades periodontales

Las enfermedades periodontales son infecciones causadas por microorganismos
que colonizan la superficie dental, formando una estructura compleja llamada
biopelicula. Esto ha representado un reto en el campo de la periodoncia debido a la gran
diversidad de especies bacterianas que forman parte de la microbiota bucal % 2. El
tratamiento convencional para la periodontitis va dirigido a la remocién y control
mecdanico de la biopelicula dentobacteriana y calculo subgingival, con la finalidad de
realizar una remocidon mecanica de y evitar la recolonizacién pronta de patdgenos
periodontales, no asi de especies compatibles con salud periodontal 3*. Por lo que, la
terapia periodontal no quirurgica es considerada el estandar de oro para el manejo de la
periodontitis, donde el objetivo es remover las bacterias adheridas de la biopelicula
dental, asi como los depdsitos de calculo, donde los efectos benéficos de la terapia
mecanica se observan en los 3 meses posteriores al raspado y alisado radicular con la
reduccidon del sondeo de la bolsa periodontal y niveles de insercién clinica 3°. La
recolonizacién de la microbiota ocurre en las primeras semanas posteriores al

tratamiento y el restablecimiento de la microbiota patdgena ocurre en pocas semanas

36, 37

Por otro lado, el uso de antisépticos orales y antibidticos para el tratamiento de las
enfermedades periodontales es una alternativa que, para paises como México, involucra
un costo elevado y en el peor de los casos abuso en la automedicacidn. Por lo mismo, el
efecto en la respuesta inflamatoria y recolonizacién en la microbiota posterior al uso de

probidticos orales es indispensable de conocer. En un estudio que evalla individuos con

17




gingivitis administrandoles Lactobacillus casei subsp. shirota se demostrd una
disminucion significativa de la actividad de elastasa y menor produccion de
metaloproteinasa—-3 (involucrados en la respuesta inflamatoria). Demostrando que las
enfermedades periodontales pueden verse modificadas por el uso de probidticos a
través de la reduccién de elementos de la respuesta inflamatoria 32. En un estudio mas
reciente con ratones de experimentacién con periodontitis inducida, fueron tratados con
Lactobacillus brevis de uso tépico. Comparando los resultados con los de ratones
tratados con placebo (“lyopatch” sin bacteria), mostraron cuentas bacterianas menores
de especies como: P. gingivalis, P. intermedia y T. denticola, redujo la pérdida dsea, la
expresion de TNF-a y la inhibicidn de citocinas inflamatorias atribuida a la produccién de
oxido nitrico posterior a la administracion del probidtico 3°. Otro reporte con pacientes
fumadores con enfermedad periodontal demostré que el uso del probidtico
Lactobacillus salivarius contra el uso de xilitol ddnde ambos tratamientos pueden ser de
utilidad para reducir las enfermedades periodontales. El grupo que solo recibio xilitol
mostré una mejora en el estatus periodontal, sin embargo, los fumadores del grupo que
recibieron L. salivarius, mostraron una reduccion en el indice de placa y bolsas

periodontales 4%

Otro probidtico utilizado en un estudio longitudinal, a base los efectos de L. reuteri
contenido en goma de mascar, evalla los niveles del volumen del fluido crevicular,
citocinas como Interleucina 1B (IL-1 B), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 8 (IL-8),

Interleucina 10 (IL-10) y Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa) y el sangrado al sondeo.

Los resultados de dicho estudio fueron la disminucion del volumen del fluido crevicular,




asi como la disminucidon de TNFa, IL-8 y sagrado al sondeo 1. En 2006, un estudio clinico
en pacientes con periodontitis demostré que usando L. reuteri Prodentis, se reducia
significativamente la acumulacion de placa, el sangrado gingival y gingivitis de los sujetos
que mascaron goma dental con el probidtico 4?. En 2010, se realizd un estudio
aleatorizado, con un grupo control al que se le administré una pastilla con excipiente y
un grupo de individuos que consumieron por 2 semanas una pastilla con cepas de L.
reuteri, los pacientes debian disolver una pastilla por la mafiana y otra por la noche
después de su cepillado dental. Lo cual demostré reduccion del 17% en los niveles de

placa dental en un periodo de 14 dias y un 42% de reduccién en 28 dias *3.

Particularmente los reportes que evaluan efectos clinicos y microbioldgicos del
probidtico L. reuteri Prodentis Biogaia®, como un coadyuvante en la terapia inicial de
periodoncia, usandolo por 3 semanas, evallan si L. reuteri puede colonizar las bolsas
periodontales en pacientes con periodontitis crénica. Un total de 40 pacientes fueron
seleccionados aleatoriamente y divididos en 2 grupos, cada paciente presenté al menos
2 dientes con 1 sitio interproximal de profundidad de bolsa entre 5-7 mm y un indice
gingival (con enrojecimiento y sangrado al sondeo) > a 2 sitios en cada cuadrante. El
grupo 1 recibié debridacién periodontal para remover microorganismos y calculo
subgingival, adicional al consumo de la pastilla que contenia: L. reuteri Prodentis 108
Unidades Formadoras de Colonia (UFC), el grupo 2 recibié debridacién periodontal mas
placebo. Las muestras microbiolégicas fueron tomadas en los dias 21, 90, 180 y 360 dias,
las cuales fueron cultivadas y analizadas. El resultado de este estudio demostré que el

uso como coadyuvante de L. reuteri Prodentis BioGaia® mejord clinicamente el estado




periodontal de sujetos evaluados comparado con el grupo placebo y redujo la placa
dentobacteriana supragingival recuperada, sin embargo, el estudio no especifica qué

especies de la placa dentobacteriana se reducian 4.

Caracteristicas del probiético Lactobacillus reuteri.

L. reuteri es un microorganismo, residente del tracto gastrointestinal del ser
humano y de algunos animales. Es una bacteria Gram positiva y algunas de sus cepas son
usadas como probidticos por su la habilidad de producir la proteina reuterina. Es un
eficiente colonizador ya que es una especie dominante hetero-fermentativa, Unica entre
los Lactobacillus por su capacidad para convertir el glicerol en un potente agente
antimicrobiano de amplio espectro. La reuterina es capaz de inhibir el crecimiento y
supervivencia de muchas especies o cepas bacterianas Gram negativas y Gram positivas,
hongos y protozoarios #°. Diversas cepas de L. reuteri han mostrado gran potencial para
el futuro de la salud oral. Biogaia ofrecen un producto especifico para uso dental,

PerioBalance® de GUM y Probucal-D® de BioGaia, respectivamente.

Probucal-D® BIOGAIA

La presentacidn es de una pastilla de menta, cada una contiene 200 millones de L.
reuteri Prodentis (vivos). Se recomienda su uso regular para una buena salud oral o
cuando las encias presentan gingivitis. Las indicaciones del uso del probidtico incluyen:
dejar que la pastilla se disuelva lentamente en la boca por 10 minutos, preferentemente
después del cepillado dental, no debe consumirse ninglin agente después de 30 minutos,

la dosis diaria es de una pastilla cada 12 horas, la cual no debe de excederse y no es un




sustituto de dieta. Dentro de sus ingredientes se encuentran: relleno (isomalta), L. reuteri
DSM 17938 y L. reuteri ATCC PTA 5289 (L. reuteri Prodentis), aceite de palma

hidrogenado, sabor menta, sabor mentol, aceite de menta 4.

A pesar de la efectividad demostrada de los probidticos en diversos aspectos
clinicos periodontales, los estudios microbiolégicos que demuestran su efectividad no se
encuentran bien sustentados, por lo que el objetivo del presente trabajo se basara en el
analisis microbiolégico molecular y el monitoreo longitudinal clinico periodontal de un

paciente.




PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

El tratamiento periodontal convencional previo a la fase quirurgica es la fase | que
incluye raspado y alisado radicular. La fase |, consiste principalmente en la eliminacion
mecanica esencial para la remocidn de placa dental y cdlculo, con la finalidad de obtener
la recolonizacién posterior con un nimero reducido bacteriano. Sin embargo, en la
actualidad no existe un tratamiento enfocado a la eliminacién selectiva de especies que
componen la placa dentobacteriana con la finalidad de recuperar el equilibrio ecolégico

microbiano.

Los probidticos, han sido sugeridos como agentes promotores para incrementar el
numero de bacterias benéficas, retardando la recolonizacién de patégenos. Su funcién
principal es la de la modulaciéon de pardmetros inmunolégicos para la prevenciéon y
tratamiento de infecciones de caracter enddégeno como son las enfermedades
periodontales. En la actualidad, existen diferentes probiodticos a base de Lactobacillus
sp.: Perio Balance-GUM ®, Prodentis de BioGaia, L. brevis CD2, etc., que se utilizan como
coadyuvantes en el tratamiento de las enfermedades periodontales, los cuales han sido
disefiados para promover la salud oral. A pesar de ello, no hay reportes en la literatura
gue demuestren la efectividad longitudinal en la recolonizacidn bacteriana selectiva de
la biopelicula dental. Por lo tanto, con la finalidad de corroborar la eficacia del probidtico
L. reuteri (Probucal-D® BioGaia), se disefid el presente estudio longitudinal, en el cual se
identificard la microbiota subgingival de un individuo con periodontitis generalizada, al

cual se le dara tratamiento de un mes con dicho probidtico, con las indicaciones del




fabricante y posteriormente se describird la microbiota subgingival en los tiempos

establecidos.




HIPOTESIS

Posterior al tratamiento coadyuvante del probidtico L. reuteri (Probucal-D®
BioGaia), se esperaron encontrar cambios en la recolonizacién de la microbiota
subgingival de 40 especies representativas de los complejos bacterianos de la placa
subgingival descrita por Socransky y colaboradores, por medio de la técnica de

Checkerboard para hibridaciones DNA-DNA.

OBJETIVOS

General
Describir la microbiota subgingival de un paciente con periodontitis generalizada y
comparar los cambios de esta, a través de un estudio longitudinal para monitorear el
tratamiento coadyuvante del probidtico L. reuteri (Probucal-D®BioGaia) por medio de la

técnica de Checkerboard para hibridaciones DNA-DNA.

Particulares.

e Capturar una historia clinica general y ficha periodontal para estudios de investigacidn, con
la finalidad de determinar los pardmetros clinicos periodontales del sujeto de estudio
alos 0, 1, 3y 12 meses del monitoreo del tratamiento coadyuvante, por medio de un
clinico calibrado para fines de investigacion microbioldgica periodontal, para
determinar el estado periodontal del sujeto de estudio, para poder clasificarlo con el
tipo de periodontitis generalizada, basados en la clasificacion de enfermedades

periodontales mas actual.




e Evaluar la efectividad del probidtico (Probucal-D® BioGaia), a un mes de tratamiento
en un paciente con periodontitis crénica, con evaluacién clinica periodontal,
particularmente con las medidas de profundidad de bolsa, niveles de insercién,
acumulacién de placa, sangrado al sondeo y supuracidn alos 0, 1, 3 y 12 meses de la
aplicacion del probidtico coadyuvante.

e Evaluacion de muestras microbioldgicas subgingivales a los 0, 1, 3 y 12 meses del
monitoreo del probidtico coadyuvante, por medio de la técnica de checkerboard para
evaluar los niveles, prevalencia y proporcién individual de 40 especies bacterianas y
proporcién por complejos bacterianos, y comparacion entre los distintos tiempos
evaluados de las muestras microbioldgicas, por medio de pruebas estadisticas no
paramétricas de Kruskal Wallis y U de Mann Whitney, con ajuste de comparaciones

multiples.




MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Se realizdé un estudio de tipo longitudinal piloto, en el que se evalud
microbioldgicamente a un paciente bajo el tratamiento del probidtico L. reuteri
(Probucal-D® BioGaia). Se identificaron microbiolégicamente muestras de placa
subgingival en la visita inicial (0) y a los tiempos: 1, 3 y 12 meses. El sujeto de estudio fue
examinado en la primera visita en la que se realizé la evaluacion de su estado de salud
general y periodontal, se registraron los datos clinicos y se recolectaron las muestras de
placa dentobacteriana subgingival, con la cual se determinaron las cuentas (niveles), la
prevalencia y la proporcién de 40 especies bacterianas por medio de la técnica
Checkerboard para hibridaciones DNA-DNA. Se realiz6 un total de 4 sesiones para
realizar el muestreo microbioldgico en los tiempos estipulados ademas de una cita
adicional a la semana del muestreo en el tiempo 0 para realizar una profilaxis profesional.

A continuacidn, se describe el procedimiento en cada una de las citas:

Tiempo cero o visita inicial (TO): cita 1, se realizé la evaluacidon clinica general y
periodontal y microbiolégica. Cita 2: a la semana se realizé la profilaxis profesional con
uso de cavitrén. Cita 3: a los 15 dias se administrd el probidtico de L. reuteri (Probucal-
D® BioGaia); se proporciond la indicaciéon de consumir o “disolver” una pastilla cada doce

horas por 30 dias después de su higiene dental.

Tiempo 1 mes (T1): 1er mes posterior al uso del probidtico, se realizd evaluacién

clinica periodontal y muestreo microbioldgico.




Tiempo 3 (T3): 3er mes posterior al uso del probidtico, se realizé evaluacién clinica

periodontal y muestreo microbiolégico.

Tiempo 12 (T12): 12° mes posterior al uso del probidtico, se realizdé evaluacion

clinica periodontal y muestreo microbioldgico.

SUJETO DE ESTUDIO

El sujeto de estudio fue seleccionado de los pacientes de la Facultad de
Odontologia, de la Universidad Nacional Auténoma de México. El propdsito y naturaleza
del estudio, incluyendo los procedimientos clinicos y para la recoleccién de muestras,
fueron explicados al sujeto potencial de estudio, el cual recibié copia de la forma de
consentimiento informado (anexo 3) en la que se delineo explicitamente el protocolo
del estudio. Se pidié al paciente que firmard dicha forma, con lo cual establecid su
entendimiento sobre el estudio y el deseo voluntario de participar, del cual se le

proporciond una copia.

Criterios de seleccion
El sujeto incluido en el estudio fue mujer mayor de 30 afos, en buen estado de
salud general, mexicana por nacimiento, con la misma ascendencia en ambos padres y
por lo menos dos abuelos y presentd 23 dientes naturales en boca. No se presentd en
gestacion o lactancia, no consumioé antimicrobianos sistémicos en los tres meses previos
a cada muestreo microbiolégico, y no fue tratado médicamente ni presenté

enfermedades sistémicas tales como diabetes, VIH/SIDA, hemofilia, enfermedades




autoinmunes e hipertension arterial, entre otras. Los criterios generales de seleccién se

resumen en la tablal.

EVALUACION CLINICA

Previo al inicio del estudio, se le realizé una historia clinica general y periodontal y
se elimind el calculo que pudiera interferir en las mediciones periodontales y toma de
muestras microbioldgicas, se tomaron las muestras de placa dentobacteriana subgingival
considerado como TO0, es decir tiempo sin tratamiento con probiéticos. Se le dio al sujeto
de estudio indicaciones de no cambiar su dieta y seguir su higiene oral cotidiana, asi
mismo se le proporcionaron las indicaciones para uso del probidtico L. reuteri (Probucal-
D® BioGaia), las cudles fueron: uso por 30 dias, después del cepillado dental de la mafiana

y de la noche y; no ingerir alimentos o bebidas después de 30 minutos.

El paciente recibié una evaluacién periodontal completa realizada por un clinico
calibrado para este propdsito, en cada una de las 4 sesiones planificadas los tiempos O,
1,3 y 12 meses. Todas las mediciones clinicas se registraron en seis sitios por diente
(mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual) de todos los dientes
en la boca del paciente excluyendo los terceros molares (méximo 168 sitios por sujeto
dependiendo del numero de dientes faltantes) de acuerdo con procedimientos

previamente descritos en la literatura 46.

Se evaluaron y registraron los siguientes parametros clinicos con medidas

dicotémicas de ausencia (0) o presencia (1):

1.  Acumulacion de placa (AP: 0/1)




2.  Enrojecimiento gingival (EG: 0/1)

3.  Profundidad de bolsa (PB: mm)

4.  Nivel de insercion (NI: mm)

5.  Sangrado al sondeo (SS: 0/1)

6.  Supuracién al sondeo (SUP: 0/1)

La PB y el NI se registraron al mm mas cercano utilizando una sonda periodontal
“Carolina del Norte” (PCPUNC15) de 15 mm de longitud con marcas en intervalos de 1
mm y marcas distintivas en los intervalos de 5 mm. Estas medidas se registraron dos
veces por el mismo clinico y el promedio de las dos mediciones se utilizara para el analisis

de datos.

EVALUACION MICROBIOLOGICA

Recoleccion y procesamiento de muestras

Las evaluaciones microbioldgicas se realizaron en cada una de las 4 sesiones
planificadas para el muestreo en los tiempos 0, 1, 3 y 12 meses, mediante la técnica de
“Checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA. Este proceso se usa para determinar la
abundancia de un organismo en particular en una muestra y asi describir
estadisticamente los patrones que ocurren en el microorganismo especifico con respecto
a otro #. Se tomaron las muestras de placa dentobacteriana subgingival de los sitios
mesiobucales de todos los dientes excluyendo los terceros molares del sujeto de estudio.

Después de secar y aislar el area de muestreo con rollos de algoddn, la placa




supragingival serd eliminada con una cureta Gracey 11/12 (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA).
Posteriormente, las muestras de placa subgingival se tomaron utilizando el mismo tipo
de curetas estériles y se colocaron en tubos para micro centrifugacion de 1.5 ml que
contenian 150 pl de buffer TE pH 7.6 (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA. Sigma-Aldrich
Quimica, Toluca, Estado de México). Se agregaron 100ul de NaOH (0.5M. Sigma-Aldrich)
a cada tubo y las muestras se dispersaron. Los tubos se hierven durante 10 min y el pH
neutralizado con 800 ul de acetato de amonio (0.5M. Sigma-Aldrich). El DNA de cada
muestra se coloco en uno de los canales abierto de un Minislot-30 (Immunetics Inc.,
Boston, MA, USA), concentrado en una membrana de nylon de carga positiva de 15 x 15
cm (Roche Diagnostics, Basel, Suiza) y fijado a la membrana mediante entrecruzamiento
con luz ultravioleta seguido por incubaciéon a 120°C durante 20 min. Dos canales de
estandares microbioldgicos se colocaron en cada membrana. Dichos estandares
consistieron en mezclas ajustadas a 10° y 10° células de cultivos puros de las 40 cepas
bacterianas que seran analizadas para dar un total de hasta 1120 identificaciones (figura

4).

Especies bacterianas y condiciones de cultivo para “Checkerboard”

La lista de las 40 cepas bacterianas de referencia, utilizadas en el presente estudio
para la preparacion de sondas de DNA se encuentra en la tabla 2. Todas las cepas fueron
adquiridas como cultivos liofilizados del American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, USA). Las cepas liofilizadas fueron rehidratadas en caldo para Mycoplasma
(Becton Dickinson, Microbiology Systems, BBL™, Sparks, MD, USA) y cultivadas en medio

enriquecido que contenia agar base para Mycoplasma (Becton Dickinson), 5 ul/ ml




hemina (Sigma-Aldrich), 0.3 pug/ml menadione (Sigma-Aldrich) y 5% sangre de carnero
desfibrinada (Laboratorios Microlab, México, D.F.) a 35°C de 3 a 7 dias. Unicamente
Neisseria mucosa se cultivd bajo condiciones aerdbicas, el resto de las especies
bacterianas se cultivaron dentro de una camara de anaerobiosis con ambiente de 80%
N2, 10% CO2 y 10% H2. Las especies que se mencionan a continuacién se sembraron en
otros medios suplementados: Campylobacter sp.: en medio enriquecido suplementado
en la superficie con 0.2 ml de formato/acido fumarico (60 % cada uno pH 7.0. Sigma-
Aldrich); T. denticola: en caldo para Mycoplasma (Becton Dickinson) suplementado con
acido thioglicélico (0.05 mg/ ml. Sigma-Aldrich), L-cisteina-HCl (1 mg/ ml. Sigma-Aldrich),
L-asparagina (0.026 mg/ ml. Sigma-Aldrich), glucosa (2.1 mg/ ml. Sigma-Aldrich), soluciéon
de pirofosfato de tiamina al 0.3% (cocarboxilasa 2 mg/ ml. Sigma-Aldrich), solucién VFA
al 0.2 % (acido isobutirico, acido metilbutirico, acido isovalérico y acido valérico cada uno
al 0.5 % en NaOH 0.1 M. Sigma-Aldrich) y suero de conejo (2 %. Gibco™, Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA, USA); T. forsythia: en medio enriquecido suplementado con &acido n-

acetilmuramico (10 pg/ml. Sigma-Aldrich).

Purificacion de DNA y preparacion de sondas
El crecimiento después de tres a siete dias de cultivo fue recolectado y colocado
en tubos para micro centrifugacién de 1.5 ml con 1 ml de amortiguador TE pH 7.6. Las
células se lavaron dos veces mediante centrifugacién en el mismo amortiguador a 3,500
rom durante 10 min. Posteriormente, fueron resuspendidas mediante sonicacion
durante 15 seg. y lisadas a 37°C durante 1 h ya sea con 10% SDS (Sigma-Aldrich) y

proteinasa K (20 mg/ ml, Sigma-Aldrich) para las especies Gram negativas, o con una




mezcla enzimatica de 15 mg/ ml de lisozima (Sigma-Aldrich) y 5 mg/ ml de
Achromopeptidasa (Sigma-Aldrich) en amortiguador TE (pH 8.0) para las especies Gram
positivas. El DNA fue aislado y purificado utilizando una técnica de purificacién por medio
de la metodologia extraccién de DNA modificada del Instituto Forsyth Cambridge, MA,
con el kit MasterPure™ (Epicentre®). La concentracién de DNA se determind mediante
mediciones espectrofotométricas de la absorbancia a 260 nm. La pureza de las
preparaciones fue valorada mediante el calculo de la relacién entre las mediciones de las
absorbancias a 260 nm y 280 nm. Las sondas de DNA gendmico fueron preparadas para
las 40 especies bacterianas mediante el marcaje con digoxigenina (Roche) de 1 ug de
DNA purificado utilizando la técnica de primers aleatorios (random primer technique)

previamente descrita 8.

Hibridaciones DNA-DNA.

Las membranas fueron prehibridizadas a 42°C durante una hora en solucién de
prehibridacién con 50% de formamida (Sigma-Aldrich), 5x citrato salino estandar (SSC)
(1x SSC: 150 mM NacCl, 15 mM citrato de sodio, pH 7.0. Sigma-Aldrich), 1% de caseina
(Sigma-Aldrich), 5x solucién Denhardt, 25 mM fosfato de sodio (pH 6.5. Sigma-Aldrich) y
0.5 mg/ ml de RNA de levadura (Roche). La membrana con DNA fijado de las muestras
se colocd en un miniblotter-*> (Immunetics) con los canales de las muestras rotados 90°
en relacién con los canales de hibridacién. Las sondas de DNA se diluyeron a una
concentracién de aproximadamente 20 ng/ ml en soluciéon de hibridacion (45%
formamida, 5x SSC, 1x solucion Denhardt, 20mM fosfato de sodio (pH 6.5), 0.2mg/ml de

RNA de levadura, 1% caseina y 10% sulfato de dextrano, Sigma-Aldrich), colocadas en




canales de hibridacion individuales del Miniblotter-45 e hibridizadas durante 16 horas a
42°C con el aparato sellado dentro de una bolsa de plastico para evitar evaporacién de
las sondas de DNA. La concentracién de cada sonda se ajusté mediante pruebas
preliminares de ensayo y error para que todas las sondas detecten un rango de células
entre 10%y 10’. Las membranas fueron lavadas dos veces a alta astringencia durante 20
minutos cada vez a 68°C en buffer de fosfato (0.1x SSCy 0.1 % SDS) utilizando un bafio

con circulacion.

Deteccion y cuantificacion de microorganismo

Las membranas se bloquearon mediante su incubacidén durante una hora en
amortiguador bloqueador de 1% de caseina en amortiguador de maleato (100 mM 4cido
maleico, 150 mM NacCl, pH 7.5. Sigma-Aldrich). Los hibridos se detectaron mediante la
incubando las membranas en una dilucion de 1:50,000 de anticuerpo contra
digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Roche) utilizando la modificacion
previamente descrita *°. Después de ser lavadas, las membranas se incubaron en un
agente quimioluminiscente de deteccion (CDP-Star, Roche) a 37°C durante una horay las
sefiales se detectaron mediante la exposicion de las membranas a peliculas
autoradiograficas dentro de cassettes, a temperatura ambiente durante 35 minutos. Las
peliculas fueron reveladas siguiendo procedimientos estandar y posteriormente se
fotografiaron con cdmara Digital (Kodak™ Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) en
un sistema digital de foto documentacién (DigiDoc™. BioRad). Las sefales se analizaron

mediante la utilizacién de un software especializado (Quantity One™. BioRad) para




determinar las cuentas bacterianas absolutas de cada especie en cada muestra, con base

a los estandares a 10° y 10° células (figura 4).

ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Los datos generados en el presente estudio, fue sometido a andlisis estadisticos
descriptivo de los pardmetros clinicos evaluados tales como género, edad, toma de
antibidticos en los ultimos 3 meses, fumador actual, nimero de dientes presentes, el
tiempo en consumo del probidtico y tratamiento periodontal previo (tabla 3). Asimismo,
se describieron los parametros clinicos periodontales por grupos de estudio en tiempos
(0, 1, 3 y 12) de PB, NI, numeros de sitios con NI>5, AP, EG, SS y SUP, los cuales se
expresan con media * error estandar de la media y rango. Los datos clinicos
periodontales fueron comparados entre grupos de distintos tiempos posteriores al uso
del probidtico (1, 3 y 12 meses) contra el TO, utilizando pruebas no-paramétricas Kruskal
Wallis y U de Mann-Whitney, con correccién para comparaciones multiples (tablas 4ay

4b), como reporta la literatura °°.

Se determiné la composicién de la placa dentobacteriana subgingival del sujeto de
estudio, calculando las cuentas absolutas de cada una de las 40 especies bacterianas
evaluadas en cada muestra de manera individual. Los analisis compararon Ia
composicidn microbioldgica entre las muestras del sujeto de estudio, tomadas en los
cuatro distintos tiempos (0, 1, 3 y 12 meses). Los datos microbiolégicos se expresaron
como la media * error estdndar de la media de los niveles (cuentas bacterianas x 10°),

proporcién (porcentaje del total de las cuentas de las sondas DNA) y prevalencia




(porcentaje de sitios colonizados), cada uno calculado para cada especie bacteriana en
cada muestra, promediado en el sujeto de estudio. Los datos clinicos periodontales
fueron comparados entre grupos de distintos tiempos posteriores al uso del probidtico
(1, 3y 12 meses) contra el TO, utilizando pruebas no-paramétricas Kruskal Wallis y U de
Mann-Whitney, con correccion para comparaciones multiples, como reporta la

literatura°.




RESULTADOS

EVALUACION CLINICA
Caracteristicas del sujeto de estudio

Los parametros clinicos evaluados tales como género, edad, toma de antibidticos
en los ultimos 3 meses, fumador actual, nUmero de dientes presentes, el tiempo en
consumo del probidtico y tratamiento periodontal previo, se describen en la tabla 3.
Coémo sujeto de estudio, se evalué a una mujer mexicana de 35 aios, sin enfermedades
sistémicas, no fumadora, que no consumio antibidticos por tres meses previos a la visita
y con presencia de 23 dientes durante el periodo que duré el estudio. Todos los criterios
de inclusién fueron acordes con los establecidos en la metodologia del presente estudio.
La paciente presentd periodontitis generalizada y del expediente clinico periodontal y
radiografico, se pudo determinar que presentaba periodontitis generalizada estadio IV,

grado B.

Con lafinalidad de mostrar las caracteristicas clinicas, se documentaron fotografias
orales del sujeto de estudio en el tiempo O (inicial) y en el T1 (consumo del probiético).
Se observo que la paciente es portadora de prétesis removible mal ajustada en la zona
de dientes anteriores superiores, con presencia de manchas melanicas en la encia y con
presencia de absceso en el diente 46 (figura 5). Concordante con los resultados clinicos
periodontales (tabla 4a), el enrojecimiento gingival disminuyé notablemente durante el

consumo de probidtico, cambio reflejado en las fotografias clinicas y posteriormente




corroborado con la disminucion del enrojecimiento gingival clinico en el T3 (tabla 4a) y

la desaparicidon de la fistula en la zona del diente 46.

Adicionalmente, la paciente refirié que, a pesar de haber suspendido el consumo
del probidtico, después del primer mes, la halitosis disminuyd y el sabor de boca cambid,
posterior al tratamiento se remite a la paciente para ajuste de prétesis, tratamiento
periodontal, tratamiento de conductos del diente 36 y retratamiento de endodoncia en

diente 46.

Caracteristicas periodontales
Los parametros clinicos periodontales, evaluados en los distintos tiempos de
estudio (0, 1, 3y 12), PB, NI, niUmeros de sitios con NI>5, AP, EG, SS y SUP, se expresaron
con media * error estandar de la media y rango en la tabla 4a. Las diferencias con la
prueba estadistica Kruskal Wallis mostré significancias Unicamente en ENR,
particularmente con la prueba U de Mann-Whitney, las significancias de ENR fueron en

TOvs T3, T1vs T3y T3 vs T12 tabla 4b.

El tiempo 1, al ser el tiempo del consumo del probidtico, fue el de principal interés,
sin embargo, no presentd diferencias significativas mayores. Los parametros clinicos
periodontales que disminuyeron fueron: PB (TO: 4.09 vs T1: 3.57), NI (TO: 2.13 vs T1:

1.63), niumero de sitios con NI25mm (T0: 13.04 vs T1: 4.35) y ENR (T0: 60.87 vs T1: 56.52).

Las diferencias mayormente encontradas en los parametros clinicos periodontales

fueron en el T3 comprado contra el TO, donde se observaron aumentos sustanciales de




PLA (TO: 21.74 vs T3: 69.57) p<0.01, ENR (T0O: 60.87 vs T3: 100) p<0.001 y SS (T0: 13.04 vs

T3:52.57) p<0.01.

Los parametros que disminuyeron, aunque sin diferencias significativas fueron: PB
(TO: 4.09 vs T1: 3.85), NI (TO: 2.13 vs T1: 2.20), numero de sitios con NI>5mm (TO: 13.04

vs T1: 8.70) y SUP (TO: 4.35 vs T3: 0).

Los parametros que variaron en el T12 comparado con el TO fueron: PB (TO: 4.09
vs T12:3.28), NI (T0: 2.13 vs T12: 1.52), nimero de sitios con NI 25 mm (T0: 13.04 vs T12:
4.35) y EG (TO: 60.87 vs T12: 34.78) con disminucion. Los parametros clinicos que
aumentaron fueron: PLA (T0: 21.74 vs T12: 39.13), SS (T0:13.04 vs T12:17.39) y SUP (TO:

4.35 vs T12 13.04) sin diferencias significativas.

EVALUACION MICROBIOLOGICA

La evaluaciéon microbioldgica de la paciente fue separada en los distintos tiempos
de estudio (0, 1, 3 y 12), donde se describen las cuentas totales promedio, cuentas,
prevalencia y proporcién promedio (fig 6) de las 40 especies evaluadas individualmente
y promediadas entre las muestras de los distintos tiempos. Todos los datos fueron

expresados como media * error estandar de la media (EEM).

Niveles promedio
En la figura 6 se observan las cuentas totales x 10> células del promedio de las
muestras totales por tiempos evaluados. Las cuentas en cada uno de los tiempos fueron

TO: 115.12, T1: 138.48, T3: 204.87 y T12: 182.42, dénde TO y T1 presentaron menor




numero de cuentas. Las comparaciones entre grupos con la prueba de Kruskal- Wallis y

U de Mann-Whitney no mostraron diferencias significativas.

En el T3 se presentaron mayores cuentas totales que en el TO (dos meses

posteriores al consumo del probidtico).

En la tabla 5a y figura 7a se observan los niveles promedio (cuentas bacterianas x
10° + EEM) de las 40 especies bacterianas individuales evaluadas en los distintos tiempos
y ordenadas por complejos bacterianos, en orden alfabético. Las diferencias
significativas se describen en la tabla 5b. En las comparaciones del T1 contra el TO, 16 de
las 40 especies evaluadas disminuyeron en sus cuentas bacterianas para el T1, en la cual
Unicamente P. micra (TO: 8.47 vs T1: 4.52) presento p<0.05. La especie que presentd
aumentos fue: P. loescheii (TO: 0.71 vs T1: 4.28) p<0.01. A pesar de que 24 de las 40
especies evaluadas en T1, no disminuyeron con el tratamiento de probidticos, ninguna

tuvo diferencias significativas (tabla 5b figura 72).

Al comparar el T3 contra el TO, 5 especies tuvieron cuentas significativamente
mayores que en el TO: T. denticola (T0:2.91 vs T3: 10.44), C. showae (T0: 0.83 vs T3: 4.48),
C. sputigena (T0:0.75 vs T3:4.97) p<0.05; A. odontolyticus (TO: 1.56 vs T3: 5.89) p<0.01 vy;
F. periodonticum (TO: 1.55 vs T3: 9.29) p<0.001 (figura 7a). En las comparaciones del T12
contra el TO, las especies con cuentas mayores que en TO fueron: E. nodatum (T0: 0.91
vs T12:2.83) y P. nigrescens (T0:4.67 vs T12: 13.06) p<0.05; T. denticola (T0: 2.91 vs T12:

9.72), P. gingivalis (T0:2.79 vs T12:11.95) p<0.01y; S. sanguinis (TO: 1.95 vs T12:5.61), A.




odontolyticus (TO: 1.56vs T12:7.87), F. periodonticum (T0:1.55 vs T12:5.19), C. showae

(T0:0.83 vs T12: 5.23), P. loescheii (T0:0.71 vs T12: 5.71) p<0.001.

La especie con diferencias significativamente mayores fue: F. periodonticum (TO:
1.55 vs T12: 5.19) p<0.001. Las diferencias entre cuentas bacterianas con aumentos
significativos fueron menores entre T1 vs T12 para E. nodatum (T1:0.87 vs T12: 2.83) y
T3 vs T12 con disminuciones significativas para V. parvula (T3:11.36 vs T12: 2.59),
Gemella morbillorum (T3:2.85 vs T12: 0.63) y C. sputigena (T3:4.97 vs T12: 1.04) (tabla

5b, figura 7a).

Prevalencia promedio
En la tabla 6a y figura 8a se describe la prevalencia promedio de las especies
evaluadas individualmente, en los distintos tiempos. Se observé que 10 de las 40
especies bacterianas en T1 comparado con el TO presentaron menor prevalencia,
Unicamente G. morbillorum (TO: 34.8 vs T1: 82.6) p<0.05, aumenté con diferencias

significativas en el T1.

De las 10 especies que disminuyeron aunque no fueron significativas estan: S.
gordonii (TO: 78.3 vs T1:65.2), E. corrodens (TO: 56.5 vs T1: 47.8), C. gracilis (TO: 69.6 vs
T1:60.9), P. micra (TO: 100 vs T1:91.3), T. forsythia (T0: 91.3 vs T1:69.6), S. noxia (TO: 82.6
vs T1:60.9), C. matruchotii (TO: 82.6 vsT1:73.9), E. saburreum (TO: 95.7 vs T1: 69.6), F.

alocis (TO: 65.2 vs T1: 60.9) y P. acnes (TO: 82.6 vs T1: 65.2).

Las comparaciones en la prevalencia de las especies entre TO y T3 no presentaron

diferencias significativas: A. naeslundii (T0:69.6 vs T3: 47.8), A. viscosus (T0:69.6 vs T3:




65.2), C. gracilis (T0:69.6 vs T3:34.8), F. nucleatum (T0:69.6 vs T3:65.2), P. micra (TO: 100
vs T3: 65.2), S. constellatus (TO: 43.5 vs T3: 39.1), T. forsythia (TO: 91.3 vs T3: 87.0), C.
matruchotii (TO: 82.6 vs T3:73.9), E. saburreum(T0:95.7 vs T3:60.9) y P. acnes (TO: 82.6

vs T3: 65.2).

Fue hasta el T12 dénde 6 de las 40 especies mostraron menores diferencias
significativas: V. parvula (TO: 82.6 vs T12: 69.6), E. corrodens (TO: 56.5 vs T12: 47.8), C.
gracilis (TO: 69.6 vs T12:65.2), P. micra (TO: 100 vs T12: 87), S. noxia (T0:82.6 vs T12:47.8),
G. morbillorum (T0:34.8 vs T12: 30.4) y P.acnes (TO: 82.6 vs T12:65.2) prevalencia entre
TO vs T12, manteniéndose similares las comparaciones entre Tl vs T12. En las
comparaciones entre T3 vs T12 que tuvieron diferencias fueron Unicamente en 2
especies: S. sanguinis (T3: 39.1 vs T12:100) p<0.05 y A. georgiae (T3:52.2 vs T12:100)

p<0.01 las cuales aumentaron significativamente su prevalencia (tabla 6b).

Proporcion promedio
Las proporciones promedio de especies individuales, evaluadas en los distintos
tiempos del estudio, son mostradas en la tabla 7a y figura 9b, las diferencias
significativas se describen en la tabla 7b. De las comparaciones entre el T1 vs el TO, 18
especies individuales presentaron menores proporciones promedio, ddnde Unicamente
P. micra (T0:9.52 vs T1: 4.06) p<0.01y S. gordonii (T0:4.75 vs T1:1.09) p<0.05 disminuyd
con diferencias significativas, y las especies que presentaron proporciones

significativamente mayores fueron: P. loeschii (T0:0.23: vs T1:2.60), F. periodonticum (TO:




0.84 vs T1: 2.85) p<0.01 y G. morbillorum (TO: 0.35 vs T1: 1.60) p<0.05. El resto de las

especies no presentd diferencias significativas (tabla 7b).

En las comparaciones del T3 (dos meses posteriores al tratamiento) 20 de las 40

especies disminuyeron con proporciones significativamente menores para:

E. saburreum (T0O: 5.42 vs T3:1.87) p<0.001, F. periodonticum (T:0 0.84 vs T3:5.23)
p<0.001 y P. acnes (T0:2.10 vs T3:0.48)) p<0.01 y las especies con mayor proporcion
fueron: T. denticola (T0:2.21 vs T3:5.16) p<0.05 y C. showae (T0:0.41 vs T3:1.59) p<0.01,

comparado con el TO (tabla 7b).

En las comparaciones del T12 contra el TO, 21 de las 40 especies disminuyeron con
proporciones significativas menores para: E. saburreum (T0: 5.42 vs T12: 2.62) p<0.01, P.
acnes (T0:2.10 vs T12:0.52) p<0.01, P. micra (T0:9.52 vs T12:3.32) p<0.001, F.
periodonticum (T0:0.84 vs T12:3.17) p<0.001 y S. noxia (T0:3.32 vs T12:0.51) p<0.05 y
con proporciones significativamente mayores para: S. sanguinis (TO: 1.14 vs T12:2.68)
p<0.05, A. actinomycetemcomitans (T0:0.26 vs T12:1.37) p<0.05, T. denticola (T0:2.21 vs
T12:5.49) p<0.01, E. nodatum (T0:0.37 vs T12:1.31) p<0.01, P. loescheii (T0:0.23 vs T12:
2.49) p<0.001, A. odontolyticus (T0:0.76 vs T12: 3.79) p<0.001 y C. showae (T0:0.041 vs
T12:2.59) p<0.001. En las comparaciones entre el T1 y tiempo 12 aumentd el nimero de
especies con diferencias significativas menores fueron: V. parvula (T1:5.37 vs T12: 1.31)
y G. morbillorum (T1: 1.60 vs T12: 0.19) p<0.01 y C. sputigena (T1: 1.66 vs T12: 0.31)

p<0.05 y las que tuvieron un mayor aumento fueron: S. sanguinis (T1: 0.90 vs T12: 2.86),

T. denticola (T1: 2.13 vs T12: 5.49), E. nodatum (T1:0.30 vs T12: 1.31) p<0.001, A.




odontolyticus (T1: 1.55 vs T12:3.79, C. showae (T1:1.07 vs T12:2.59), S. gordonii (T1: 1.09

vs T12:3.05) p<0.01 (tabla 7b).

Las proporciones por complejos bacterianos son mostradas en la tabla 8a y figura
10. Al comparar Tl contra TO no se observaron diferencias estadisticamente
significativas, aunque los complejos “Actinomyces” (T0:11.33 vs T1: 16.02), complejo
“morado” (T0:4.80 vs T1: 6.92), “verde” (TO: 3.54 vs T1:5.54) y “otros” (T0:22.03 vs
T1:23.64) presentaron mayores proporciones, mientras que el complejo “amarillo”
disminuyé (TO: 14.46 vs T1:7.99). Los complejos relacionados con enfermedad
periodontal “naranja” (TO: 29.04 vs T1:28.01) y “rojo” (T0: 11.21 vs T1: 8.59) asi como las
bacterias “no agrupadas” (TO: 3.58 vs T1: 3.29) disminuyeron sus proporciones en T1

Ill

contra el TO. El “complejo morado” (TO: 4.80 vs T3:11.08) en T3 presenté aumentos
significativos comparados con TO p<0.01. Los complejos que disminuyeron, aunque sin
diferencias significativas, después del consumo del probidtico fueron “Actinomyces sp.”
(TO: 11.33 vs T3: 3.64), “no agrupados” (TO: 3.58 vs T3: 3.24) y “otros” (TO: 22.03 vs T3:
18.98) y las especies “no agrupadas” en T12 (TO: 3.58 vs T12: 1.87) presentaron menores
proporciones p<0.05 en comparacién contra el TO, 3 complejos disminuyeron sus
proporciones sin diferencias significativas en este mismo tiempo: “morado” (T0: 4.80 vs

T12: 5.10), “verde” (TO: 3.54 vs T12: 2.82) y “otros” (TO: 22.03 vsT12:18.58) tabla 8b

figura 10.




Evaluacion microbioldgica del diente 46
En la figura 11 se observan las cuentas totales x 10° células de las 40 especies
bacterianas promediadas de la muestra del diente 46, por tiempos evaluados. Las
cuentas totales en cada uno de los tiempos fueron TO: 55.03, T1: 66.68, T3: 63.34 y T12:
20.12, dénde en el T12 se presentd menor nimero de cuentas, mientras queen T1y T12

comparado con el TO se mantiene muy similar.

Las proporciones promedio de las 40 especies individuales, en la muestra de placa
dentobacteriana subgingival del diente 46, evaluadas en los distintos tiempos, se
muestran en la gréfica de la figura 11. Pudimos observar que comparando los distintos
tiempos contra el tiempo inicial, disminuyeron por mds del 50% las especies no
patogénicas periodontales: A. georgiae (TO: 11.53 vs T3: 0), A. viscosus (TO: 15.8 vs T1:
12.49), S. intermedius (TO: 3.65vs T3y T3:0), S. oralis (TO: 3.14 vs T1y T3: 0), S. sanguinis
(TO:3.33vs T1:2.56 y T3: 0), A. odontolyticus (T0: 19:46 vs T1: 2.62 y T3: 2.43), V. parvula
(TO: 19.46 vs T3: 0), C. gingivalis (TO: 3.33 vs T1, 3 y 12: 0), y las especies patdgenas
periodontales: T. denticola (T0: 1.28 vs T1, 3 y 12: 0), A. actinomycetemcomitans stp. b
(TO: 12.86 vs T1 y 12: 0, T3: 0.97) y los complejos bacterianos correspondientes a las

especies mencionadas.




DISCUSION

El propdsito del presente estudio longitudinal, fue el de evaluar las caracteristicas
microbioldgicas subgingivales previas (TO) y posteriores de la administraciéon del
probidtico L. reuteri (diaria dos veces al dia), durante un mes (T1) y en meses posteriores
al tratamiento coadyuvante (T3 y T12), en una mujer de 35 afios de edad, con
periodontitis generalizada, de acuerdo con la clasificacion mas actual de las
enfermedades y condiciones periodontales ! considerando distribucidon, extensién,

severidad IV y grado B.

Actualmente, el uso de probidticos para la salud oral es controversial debido a la
poca evidencia sobre su efecto en la biopelicula dental. En el presente estudio,
seleccionamos el probidtico L. reuteri, ya que dicha especie se encuentra normalmente
en cavidad bucal, y por su habilidad para interferir en el crecimiento de patégenos orales
por sus propiedades antibacterianas gracias a su proteina reuterina #°. La mayoria de los
estudios realizados hasta la fecha, han buscado que el probidtico L. reuteri, permanezca
en saliva después de determinado tiempo de su administracion, esto en: pacientes con
bolsas periodontales 2 6 mm, dénde aseguran que la cantidad bacterias posterior al uso

del probiédtico, reduce notablemente .

En la evaluacién realizada sobre las caracteristicas clinicas periodontales, el sujeto
del presente estudio no presentd diferencias significativas en los parametros que indican
pérdida de tejidos de soporte dental (PB y NI) %> >2 del T1 al T12, mientras que los

parametros clinicos de ENR y SS disminuyeron Unicamente mientras se administrod el




probidtico (T1) y se mantuvieron con aumentos, posterior al uso del probidtico (T3 y
T12). Dicho resultado puede indicar, que la inflamacién gingival del paciente disminuyd
notablemente, y la periodontitis se mantuvo durante el afio de seguimiento, a pesar de
no haberse realizado un tratamiento adicional al de su limpieza dental y uso del
probidtico (L. reuteri) en el T1. Por otro lado, en cuanto a los modificadores ambientales
de riesgo para acumulacion de placa dental °3, el sujeto de estudio portd protesis
removible. Respecto a esto, mientras que la literatura reporta el impacto de la
acumulacion de placa dental con el desarrollo de la biopelicula en dientes naturales 3°,
ya que las superficies rugosas de una protesis removible pueden alterar la composicién
de la biopelicula dental, el factor de riesgo ambiental del sujeto del presente estudio se
mantuvo presente hasta el final de la evaluacidon microbiolégica. Lo anterior se decidio
con la finalidad de no obtener falsos positivos en cuanto a la reduccién de placa dental
por cambios en las variables presentes desde el TO. En la clasificacién periodontal mas
actual de las condiciones y enfermedades periodontales !, se menciona que tanto la
gingivitis como la periodontitis inducida por placa dental, se pueden relacionar con el
uso de aditamentos protésicos >*, por lo mismo, se le recomienda a la paciente que, al
finalizar el uso del probidtico, acuda no sélo a la atencidn periodontal, sino protésica

para poder eliminar el factor causal primario de acumulacién de placa.

La literatura reporta una estrecha relacion entre las lesiones periodontales y
endododncicas, en dénde la microbiota subgingival puede relacionarse en las lesiones
endo-periodontales ¥ °°. En el sujeto de estudio evaluado, la zona con la presencia de

fistula del diente 46, la paciente presentaba un tratamiento de conductos con lesién




persistente, al tiempo inicial de la evaluacion. Mientras que durante el periodo de uso
de probidtico no se observd una disminucién en las cuentas totales bacterianas
evaluadasenlos T1, T3, en el T12 refiere la paciente una disminucién bacteriana notable,
con disminucién en la proporcion de especies periodontopatdgenas como: A.
actinomycetemcomitans stp. by T. denticola posterior al uso del probidtico y de especies
no patogénicas de Actinomyces y Streptococcus y C. gingivalis, no asi para especies
patégenas putativas. A pesar de que la lesién endoddncica mostré mejoria durante el
estudio, no podemos inferir que sea por la administracién del probidtico, ya que, durante
la administracion de este, ya que no se observaron las menores cuentas bacterianas
promedio en el T1. La lesiédn endoperiodontal es una comunicacidn patoldgica entre los
tejidos pulpar y periodontal en un diente dado que puede presentarse en forma aguda
o crénica. Los signos principales asociados con esta lesion son bolsas periodontales
profundas, se extienden hasta el apice de la raiz y/o respuesta negativa o alterada a las
pruebas de vitalidad pulpar. Otros signos o sintomas pueden incluir evidencia
radiografica de pérdida dsea en la region apical o de furcacion, dolor espontdneo o dolor
a la palpacién y percusion, exudado o supuracién purulenta, movilidad dental, fistula o
tracto sinusal y alteraciones de la corona y el color gingival. Los signos observados en las
lesiones endo-periodontales asociadas con factores traumaticos y/o iatrogénicos
pueden incluir perforacion de la raiz, fractura, agrietamiento o resorcién externa de la
raiz ', Estas condiciones perjudican drasticamente el prondstico del diente involucrado

como sucedid en la paciente evaluada.




Actualmente, la literatura reporta diversos estudios en los que evaluan el efecto
del probidtico a partir de Lactobacillus sp., ver tabla 10. En un estudio dénde se evalua
el efecto de L. salivarius BW21 °%, se menciona la disminucion de cuentas bacterianas
totales de T. forsythia a las 4 y 8 semanas de uso (por un mes) del probiético. Por otro
lado, otros reportes aseguran que los efectos antimicrobianos de L. salivarius interfieren
en el crecimiento de bacterias patdgenas orales, porque infieren en la microbiota

periodontal al actuar como remplazos bacterianos 7

, sugiriendo que el uso de
probidticos puede ser aplicado como tratamiento preventivo de la enfermedad
periodontal, al interferir con el desarrollo de patégenos periodontales. Concordante con
el presente estudio, se observé la disminucidn de cuentas, prevalencia y proporcién de
T. forsythia °°, aunque esta no presentd diferencias significativas en ninguno de los
tiempos posteriores a la administracion del probidtico L. reuteri. Por otro lado, las
especies: T. denticola y P. gingivalis patégenas del complejo “rojo” aumentaron en los
distintos tiempos del presente estudio, con diferencias significativas para P. gingivalis,
Unicamente en T12 contra el TO, resultado similar a dos estudios previos, dénde se
observd un aumento de especies bacterianas tanto benéficas como
periodontopatdgenas de placa subgingival. Lo que mencionan en dichos articulos, es que
pudiera ser un efecto enmascarado del probidtico sobre el aumento de especies
“benéficas” simultdaneo al aumento de algunas especies patdgenas, pero no de todas las
especies que pudieran jugar un papel patogénico en la placa subgingival >% >, Dicha
aseveracion se observa muy clara en los complejos bacterianos de T1 contra TO donde

los complejos compatibles con salud (Actinomyces sp., morado y verde) aumentaron,




mientras que los complejos de las especies patdgenas reconocidas y putativas (rojo,
naranja y no agrupadas) disminuyeron, resultado no reproducible mientras el sujeto de
estudio dejé de consumir el probidtico (T3 y T12). A diferencia de tres estudios previos
realizados %> %% % en los cuales obtuvieron disminucion de P. gingivalis con el uso del
probidtico L. reuteri en conjunto con terapia periodontal. Corroborando nuevamente los
resultados del presente estudio, en que algunas de las especies relacionadas con
periodontitis disminuyeron durante la administracion del probiédtico, las especies P.
micra y F. periodonticum disminuyeron en cuentas y/o proporciones individuales del T1
contra el TO, considerando que son especies patdgenas putativas del complejo naranja,
relacionada con patogenicidad, y que es bien conocido que la predisposicion de
periodonto patégenos putativos se correlaciona con una falta de mejoria clinica e
incrementa el riesgo de reincidencia de las enfermedades periodontales 7€, En cuanto
a la disminucidn de F. periodonticum durante el uso de probidticos, la literatura reporta
gue desencadena la produccién de metaloproteinasas de la matriz por parte del
huésped, contribuyendo inicialmente a la inflamacién gingival y posteriormente a
periodontitis ¢, por lo que hay que considerar la reduccién de dichas especies en el

tratamiento periodontal.

Poniendo atencién sobre las especies de Prevotella, es claro que el probidtico no
presenta un efecto sobre dicho género, mientras se consumid el probidtico. En el
presente estudio, observamos un aumento en cuentas, prevalencia y proporcion de P.
loeschii, clasificada en el complejo de “otros” actualmente se encuentra relaciona con

las enfermedades periodontales. La literatura reporta que las bolsas con periodontitis




progresiva que no ha sido tratada, se encuentran con alta prevalencia de Prevotella sp.%?,
esto podria sugerirnos que con un tratamiento tradicional de fase 1 y el uso de probiético

podriamos tener disminucidn de dichas especies.

En cuanto a alta prevalencia y proporcién que se encontrd para la especie G.
morbillorum durante del consumo del probidtico (T1), nos resulta de interés, ya que es
una especie a la cual se ha asociado recientemente con alteraciones metabdlicas en
diabetes tipo 2 3. Sin embargo, no podemos hacer injerencia sobre la microbiota y el
estado hiperglucémico o metabdlico del sujeto del presente estudio, Unicamente
contamos con los datos de su historia clinica de no presentar ninguna enfermedad

sistémica.

Los métodos utilizados para la evaluacién de la microbiota subgingival, han sido en
su mayoria por técnicas de: PCR (por sus siglas en inglés: Polymerase Chain Reaction),
cultivo bacteriano, y casos muy particulares por ELISA (por sus siglas en inglés: Enzyme-
Linked Immuno Sorbent Assay) y Checkerboard (ver tabla 10). Particularmente,
considerando la técnica utilizada en el presente estudio, se cuantificaron 40 especies
bacterianas por medio de la técnica Checkerboard para hibridacion DNA-DNA, en un sélo
ensayo de boca completa, en un estudio de tipo longitudinal, lo cual lo hace muy
enriquecedor, ya que el resto de las técnicas mencionadas evalian un numero muy

reducido de especies (periodontopatogenas en su mayoria).

La mayor limitacién en el presente estudio fue que sélo se evalué un sujeto de

estudio. Sin embargo, como estudio piloto, nos abre las puertas para poder realizarlo a




futuro en un mayor nimero de sujetos mexicanos. Considerando que la periodontitis es
una enfermedad cuyo control es dificil y su progresién puede ser rdpida, el uso de un
probidtico como coadyuvante puede influir benéficamente para el tratamiento
periodontal de fase 1 (previo a entrar a fase quirurgica). La terapia periodontal clasica
para tratar la periodontitis se basa en el raspado y alisado radicular llevado a cabo de
forma mecanica o ultrasénica con el fin de eliminar depdsitos bacterianos, célculo y
cemento contaminado por bacterias y endotoxinas 4. En la actualidad existen diferentes
terapias coadyuvantes a la terapia periodontal, una es la antibioticoterapia34, sin
embargo, las desventajas de usar antibidticos son: la resistencia antimicrobiana y la
muerte no selectiva de bacterias benéficas y no benéficas en todo el organismos,
adicionalmente, en México se tiene un consumo inadecuado de antibidticos con alta
automedicacion. Otra terapia coadyuvante es la terapia fotodindmica, dénde se utiliza
un agente foto-sensibilizante y una fuente luminica calibrada a una longitud de onda
especifica en presencia de oxigeno denominado “ozono”, la cual consideran presentar
mejoria en parametros clinicos periodontales, comparado con la terapia periodontal
convencional®. La aplicacidn del ozono °, reduce ciertas especies periodontopatdgenas,
sin embargo, no tiene beneficios clinicos adicionales. A diferencia de los probidticos,
cualquier otra técnica coadyuvante no es selectiva en la efectividad bactericida.
Concordante con el presente estudio, el probidtico L. reuteri ha mostrado mejoria en los
parametros clinicos de inflamacién periodontal, asi mismo, ha presentado la disminucion
selectiva de algunas especies periodontopatdgenas de la microbiota, ya sea utilizado

solo, 0 en conjunto con raspado y alisado radicular °°. Por lo tanto, un futuro propdsito
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es el de profundizar en un estudio que incluyera tratamiento de fase 1 para reportar la

modificacion en la microbiota en una poblacién mayor.




CONCLUSIONES

Mientras la paciente del presente estudio consumio el probidtico, su microbiota se
mantuvo con menores cuentas, prevalencia y proporcién en el 40% de las cepas
evaluadas, particularmente de especies patdgenas reconocidas o putativas
periodontales, mostrando efectividad antimicrobiana temporal, ya que la microbiota

periodontopatdgena se restituyd posterior a los tres meses del consumo del probiético.

En cuanto a la relacidn de proporciones promedio por complejos bacterianos, se
observéd un aumento de especies benéficas periodontales y disminucién de
periodontopatégenas reconocidas y putativas, con lo cual podemos sugerir que,
mientras la paciente consume el probiético, se presenta homeostasis en la microbiota

subgingival.

El uso del Checkerboard ofrece la posibilidad de evaluar de manera cuantitativa las
especies representativas de la biopelicula dental. Este es el principio de un estudio que
se pudiera ampliar y realizar de manera longitudinal, con mas pacientes, con el fin de
obtener resultados que fueran directamente aplicados en conjunto con la terapéutica

periodontal de sujetos con periodontitis.

Actualmente, la severidad y riesgo de la periodontitis, se asocian a diferentes
alteraciones metabdlicas, sin embargo, la informacién obtenida de los pacientes en la
consulta dental, derivan Unicamente del interrogatorio en la historia clinica, la cual es
minima, por lo tanto, sugerimos solicitar a los pacientes que presenten datos clinicos

relacionados con severidad y riesgo de las enfermedades periodontales, estudios clinicos
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adicionales como glucosa plasmatica en ayuno y bioquimica sanguinea, para descartar o

corroborar que un factor de riesgo metabdlico adicional que estuviera presente.

En cuanto a tratamiento periodontal, es indispensable realizar fase | en zonas con
bolsas 25mm, para poder eliminar el factor etiolégico de la enfermedad, teniendo como
meta la eliminacion de la bolsa en orden de la disminucion de bacterias, sin embargo,
con un coadyuvante como el probiético L. reuteri, se pudieran lograr mejores beneficios

periodontales a corto plazo.

En cuanto a la zona con presencia de fistula en el diente 46, a pesar de que no se
realizé el retratamiento de conductos, la lesién disminuyé durante la realizacién del
estudio, sin embargo, no podemos discernir si la lesidon presenté mejoria por el uso del
probidtico, o porque se encontraba en estado crénico de la lesién endo-periodontal. En
cuanto a la literatura se refiere, solo se encontrd una tesis de maestria en la cual realizé
un estudio in-vitro donde no obtuvieron resultados significativos en lesiones
endoddncicas posteriores al uso de probidticos, lo cual representa un alcance a tratar en

futuras investigaciones.

Los resultados del presente estudio, demostraron que el uso del probidtico L.
reuteri, como coadyuvante en el tratamiento de las enfermedades periodontales,
disminuye los parametros clinicos de inflamacién periodontal, por lo tanto, un
tratamiento periodontal a base del control de placa, con el consumo del probidtico L.
reuteri, puede ser de utilidad para evitar llegar a la fase quirargica del tratamiento

periodontal, o al uso de coadyuvantes que eliminan de una forma menos selectiva las
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especies de la placa dentobacteriana, como es la antibioticoterapia, fototerapia vy el

ozono.
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TABLAS

Tabla 1. Criterios de exclusion.

No. de

Grupo Edad . Nivel de insercion
dientes

Paciente con
PG >30 anos >20 >8sitios =5mm

Criterios de exclusion

Mexicano por nacimiento y con ascendencia de
padre y por lo menos 2 abuelos mexicanos
Sin tratamiento periodntal previo
Sin embarazo o lactancia
No fumador
Sin enfermedades sistémicas
Sin toma de antibidtico (3 meses)

PCG: Periodontitis crénica generalizada
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Tabla 2. Listado de las 40 cepas de referencia empleadas para la elaboracion de sondas de DNA

Complejo

Especie ATCC Complejo Especie

______________ el 1969 | Otros
12102 Azul 33270 Naranja
12104 Azul Porphyromonas endodontalis 35406 Otros
........................... 17929 Morado | [ECIBRMSHIGHESGIRGIVGISNNNNNNEN 33277 Otros
________ 43146 mul | |Prevotella intermedia o 25611 | Naranja
43718 | No-agrupado | |Prevotella loescheii 15930 Otros
33236 Naranja Prevotella melaninogenica 25845 Otros
33238 Naranja | |Prevotellanigrescens | 33563 | Naranja
51146 Naranja Propionibacterium acnes 6919 Otros
33624 Verde Selenomonas noxia 43541 No-agrupado
27872 Verde Streptococcus anginosus 33397 Amarillo
. 33612 Verde 27823 Naranja
14266 Otros ococcus gordonii - 10558 Amarillo
. 23834 Verde Streptococcus intermedius 27335 Amarillo
......... 33099 Naranja Streptococcus mitis 49456 Amarillo
Euba e 7 33271 Otros Streptococcus oralis 35037 Amarillo
Filifactor alocis 35896 Otros Streptococcus sanguinis 10556 Amarillo
25586 Naranja 43037 Rojo
33693 Naranja 35405 Rojo
27824 Rojo 10790 Morado

Las especies se presentan en orden alfabético. ATCC: Numero de referencia del American Type Culture Collection (Rockville,
MD, EU). Complejo: Las especies fueron agrupadas lo mas similarmente posible a la descripcién de complejos microbianos
en la placa dentobacteriana subgingival & ° con la siguiente excepcion: C. matruchotii, E. saburreum, F. alocis, G. morbillorum,
N. mucosa, P. endodontalis, P. loescheii, P. melaninogenica y P. acnes se encuentran agrupados como "Otros".




Tabla 3. Caracteristicas generales del sujeto de estudio

Tiembo

Caracteristicas generales

1 mes 3 meses 12 meses
IO ERVHIEY 13-ene-16 25-feb-16 06-abr-16  14-jun-17

Género Femenino
Edad 35 36
Antibiético meses (R 0 ---------------------- O --------------------- 0 0 ---------
Fumador actual 0 0 0 0
# Dientes presentes 23 23 23 23
Consumo probioticos (meses previo visita) 0 1 0 0

Tratamiento previo visita JLE(IIENE Ninguno Ninguno Ninguno




Tabla 4a. Caracteristicas periodontales del sujeto de estudio.

Tiempo TImeses Ti2meses

Media
Profundidad de bolsa (PB mm) 4,09 0,37 3,57 0,38 3,85 0,39 3,28 0,35

Nivel de Insercign (N1 mm) [EERE] 0,28 1,63 0,20 2,20 0,28 1,52 0,24
Nimero de sitios con NI =5 (%) JEEEERIE] 0,07 4,35 0,04 570 0,06 4,35 0,04

] &

Placa [PLA %) * [EERRE] 0,09 30,43 0,10 53,57 0,10 39,13 0,10
Enrojecimiento (ENR %) **, *++ =] 0,10 58,52 0,11 100 0,00 34,78 0,10
Sangrado al Sondeo (55 %) * [EEERL 0,07 39,13 0,10 52,17 011 17,39 0,02

supuradon (suP %) [IEES 0,04 4,35 0,04 0,00 0,00 13,04 0,07

) )

EEM: Error estandar de la media.

Tabla 4b. Caracteristicas periodontales del sujeto de estudio

U-Mann Whitney

Pardmetro KW TOwsT1 TOwsT3
Profundidad de bolsa [PBmm)
Mivel de Insercidn (NI mm)
Nimero de sitios con NI=5

Placa (PLA %) =
Enrojecimi ento (ENR %) = = | e |
Sangrado al Sondeo (55 %) =
Supuracion (SUP %
KW: Prueba de Kruskal Walis y U-M: U de Mann Whitney en comparaciones pareadas, * p<0.05, ** p<0.01 y ***
p<0.001, con ajuste de comparaciones multiples. TO: Tiempo 0, T1: 1 mes, T3: 3 meses y T12: 12 meses.

Thws Ti2 TiwTd TivsTi? TIwsTi2
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Tabla 5a. Niveles promedio (cuentas bacterianas x 10> + EEM) de las 40 especies
bacterianas evaluadas en las 92 muestras del paciente de estudio.

5 L
Cuentas totales x 10
Media + EEM Media Media * EEM Media + EEM
1.13 0.96 100 163
2.41 070 2.07 0.51 232 050 3.50 076
4 87 0.B6 441 0.68 155 045 2.32 0.40
5.31 094 5.64 0.81 331 067 3.26 0.51
5. onginosus 2.78 074 1.77 0.50 296 065 3.04 0.89
5. gordonii 5.29 074 2.21 Q.60 489 097 5.30 0.70
5. intermedius 3.74 0.79 3.53 0.61 818 114 2.01 121
5. mitis 424 074 2.45 0.53 432 087 381 0.68
5. omalis 0.92 040 124 0.38 185 055 183 0.52
5. sanguinis 185 B2 1.83 0.45 235 070 5.61 1.17
1.56 0.50 2.97 0.83 583 105 7.87 138
4595 109 5.01 078 11.36 1488 2.59 0.75
C. gingivalis 2.17 045 2.89 0.54 4432 076 2.83 0.59
C. ochracea 0.50 0.25 1.65 0.47 163 044 1.29 044
C. sputigena 0.75 031 3.18 0.75 497 098 1.04 044
E corrodens 1.47 045 1.47 0.48 154 056 126 0.40
C. graclis 3.07 061 2.97 0.73 313 114 5.65 099
C. rectus 0.63 0.39 2.39 0.67 132 054 114 0.47
C. showoe 0.83 0.32 2.33 0.65 448 092 5.23 0.95
E nodatum 0.91 0.38 0.87 0.33 273 051 2.83 0.56
F. nudeatum 3.07 072 5.05 1.05 662 160 460 .84
F. periodonticum 1.55 0.50 414 0.79 929 134 5.1% 090
P.micra 8.47 073 452 0.75 1437 274 5.66 098
P.intermedio 420 096 6.70 175 938 186 8.50 121
P. nigrescens 467 082 7.33 1.40 11.32 152 1306 1497
2.29 0.66 2.31 0.54 255 081 5.BE6 101
2.79 076 6.20 1.15 £.15 156 1155 167
5.01 0.68 4.90 123 912 156 6.33 1.10
291 079 420 105 10.44 174 972 1432
Ao b 0.69 0.36 2.37 0.67 319 0.89 3.38 Q.67
5. noxia 435 076 3.48 0.89 5.00 0.82 157 0.45
C. matruchoti 4 B9 0.82 6.01 108 10.17 166 6.02 099
E saburreum 5.48 0.66 5.06 0.95 545 129 481 0.74
F. alociz 5.52 1.12 9.48 1594 934 145 1072 138
P. endodontalis 3.30 070 2.47 0.65 573 126 3.73 0.73
N mucosa 0.64 033 2.54 0.68 137 063 072 0.32
G morbidlorum 0.62 0.25 2.03 Q.50 285 067 0.63 0.28
P. lpes cheii 0.71 0.49 428 094 363 116 5.71 109
P. melaninog. 167 0.52 1.97 Q.60 314 075 179 0.68
P.ames 2.73 0.49 1.57 0.35 150 036 1.35 0.35

Media: %de sitios con cuentas totales x10”5 de cada especie bacteriana. EMM: Error
Estandar de la media. A.a.b: Aggregatibacter actinomycetemcomitans stp.b. TO: Tiempo
0, T1: 1 mes, T3: 3 mesesy T12: 12 meses.
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Tabla 5b. Pruebas estadisticas entre cuentas individuales promedio por tiempos de estudio.

U-Mann Whitney

Cuentas KW TOwsTl TOwsT3 TOwsT12 TiwsT3 TlwsT12? TIwsT12
P. loescheii
P. gingivalis

P. micra -

V. parvila
5. sangquinis
L. intermedius
T. denticola
P. nigrescens
A. odontolyticus
C. showae
E. hodatum

F. periodonticum
G. morbillorum

C. sputigena

KW: Prueba de Kruskal Walis y U-M: U de Mann Whitney en comparaciones pareadas, * p<0.05,
* p<0.01 y *** p<0.001, con ajuste de comparaciones multiples. TO: Tiempo 0, T1: 1 mes, T3: 3
mesesy T12: 12 meses.




Tabla 6a. Prevalencia promedio (% sitios colonizados + EEM) de las 40 especies
bacterianas evaluadas en las 92 muestras del paciente de estudio.

Ti2
% de sitios colonzados

Media + EEM i i Media + EEM
5. anginosus 522 011 609 0.10 60.9 0.10 652 010
5. gordonii 7B3 0.039 652 010 783 0.09 870 007
5. intermedius =1 011 783 0.09 7.0 0.07 870 007
5. mitis 738 009 826 0.08 783 0.09 870 007
5. onalis 26.1 009 56.5 011 56.5 011 609 010
5. EangLinE 381 010 56.5 011 56.5 011 100.0 0.00

56.5 011 609 0.10 95.7 0.04 100.0 000

826 008 957 0.04 87.0 0.07 696 010

636 010 826 0.08 100.0 0.00 783 0.039
C. cchracea 174 008 56.5 011 56.5 011 522 011
C. sputigena 304 010 738 0.09 739 0.09 304 010
E. comodens 56.5 011 478 011 56.5 011 478 011
C. graciis B3 6 010 6039 0.10 348 0.10 652 010
C. rectus 150 007 522 011 348 010 304 010
C. showme 4938 011 609 0.10 783 0.09 100.0 000
E. nodatum 304 010 381 0.10 739 0.09 913 006
F. nudeatum 636 010 696 0.10 65.2 0.10 696 010
F. penodonticum 565 011 913 0.06 95.7 0.04 100.0 0.00
P. micra 100.0 0.00 913 0.06 65.2 0.10 870 007
P. intermedia 522 011 65.2 0.10 739 0.09 100.0 0.00

&0 007 913 0.06 957 0.04 100.0 Q.00

435 011 609 0.10 35.1 0.10 738 009

522 011 783 0.09 BE.5 011 870 007

913 006 696 0.10 87.0 Q.07 913 006

65.2 010 738 0.09 100.0 Q.00 100.0 000
A.a b 174 008 522 011 435 011 609 010
5. noxia 826 008 609 0.10 826 0.08 478 011
C. matruchotii 826 008 738 0.09 739 0.09 913 006
E. sgbumeum 957 004 696 0.10 60.9 0.10 913 006
F. alogs 65.2 010 609 0.10 826 0.08 870 007
P. endodontalis 609 0.10 609 0.10 60.9 0.10 696 0.10
N. mucosa 26.1 009 522 011 304 010 348 010
G. morbiliorum 348 010 826 0.08 739 0.09 304 010
P. loescheii 150 007 696 0.10 522 011 826 008
F. melaningg. 4938 011 522 011 65.2 0.10 478 011
P. omes 226 0.08 65.2 0.10 65.2 0.10 B5.2 0.10

EEM: Error Estandar de la Media, A.a. b. Aggregatibacter actinomycetemcomitans
stp. b TO: Tiempo 0, T1: 1 mes, T3: 3 meses y T12: 12 meses
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Tabla 6b. Pruebas estadisticas
Prevalencia KW TOvsTl TOvsT3 TOvsT12 TlivsT3 TlvsTl2 T3vsT12
S. sanguinis
A. georgiae
T. denticola

A. odontolyticus

C. showae

E. nodatum
F. periodonticum

G. morbillorum
C. sputigena

KW: Prueba de Kruskal Walis y U-M: U de Mann Whitney en comparaciones pareadas, * p<0.05, ** p<0.01 y
*#* p<0.001, con ajuste de comparaciones multiples. TO: Tiempo 0, T1: 1 mes, T3: 3 meses y T12: 12 meses




Tabla 7a. Proporcién promedio (porcentaje del total de las cuentas de las
sondas DNA) de las 40 especies bacterianas evaluadas en las 92 muestras del
sujeto de estudio

Media + EEM Media * EEM

............................................................. I:}Eq. GI:}E I:}E‘?
............................................................. 123 GEE 111 G31 GBE Gj? 13? GEE
459 120 6.06 176 073 0.29 354 143
497 113 8.49 282 175 0.51 347 114
5. anginosus 171 044 0.76 017 093 0.18 156 030
5. gordonii 475 083 1.09 022 130 0.28 305 048
5. intermedius 301 067 3.34 077 450 0.89 438 068
5. mitis 342 070 1.33 0.16 153 0.25 136 035
5. omlis 043 020 0.54 0.14 053 0.13 078 022
5. sgnguinis 1.14 038 0.30 018 071 0.18 2638 030
076 019 1.55 042 479 1.38 379 032
405 050 £.37 165 629 1.30 131 030
167 036 1.95 030 325 0.99 151 038
0.19 010 0.88 032 054 0.13 047 016
052 021 1.66 030 154 0.37 031 013
1.17 033 1.05 040 065 0.26 052 0.15
320 0.84 3.28 091 080 0.28 237 043
021 013 1.01 024 036 0.14 034 013
041 012 1.07 027 153 0.2z 259 022
037 0.14 0.30 009 104 0.16 131 0.14
2.19 044 2.74 051 208 0.44 133 038
0.84 020 2.85 050 523 0.59 3.17 046
952 096 406 063 553 1.12 332 064
£.12 2.19 409 109 532 1.35 630 125
494 100 7.49 2.14 1153 3.29 747 058
123 031 1.11 023 074 0.2z 248 043
357 131 3.94 061 257 0.986 746 152
£.43 077 2.51 049 412 0.81 194 089
221 048 2.13 036 516 0.45 549 052
Aa b 026 013 1.14 032 09z 0.24 137 026
5. noxia 332 041 2.15 075 232 0.40 051 013
€. matruchoti 431 075 5.09 140 521 1.14 420 053
E. sabumeum 5.42 054 3.08 052 157 0.38 262 032
F. alogis 5.19 1326 5.34 142 524 1.35 5.7 0.84
P. endodontalis 302 038 1.21 028 201 0.40 177 039
N mucosa 048 028 2.39 102 051 0.27 027 0.10
& morbillzum 035 013 1.60 037 102 0.17 0.19 008
P. lpescheii 023 016 2.60 061 145 0.45 2.49 035
P. melaninog. 093 025 0.29 024 108 0.24 064 020
P. aenes 2.10 028 0.94 018 043 0.09 052 013

EEM: Error Estandar de la Media, A.a. b. Aggregatibacter actinomycetemcomitans
stp. b TO: Tiempo 0, T1: 1 mes, T3: 3 mesesy T12: 12 meses




Tabla 7b. Pruebas estadisticas de la proporcién promedia por tiempos de estudio

U-Mann Whitney
Proporcion KW TOwsT1l TOvsT3 TOvwsT1Z TiwvsT3 TlvsT12 T3vsT12
A naesiundii
P. loescheii
Aa b prop
E saburreum

P. micra

V. parvula

S sanguinis

T. denticola

A. odontolyticus
C. showae

E. nodatum

F. perindonticum

5. gordonii

5. noxia

P. acnes

G. morbillorum
C. sputigena

KW: Prueba de Kruskal Walis y U-M: U de Mann Whitney en comparaciones pareadas, * p<0.05,
** p<0.01 y *** p<0.001, con ajuste de comparaciones multiples. TO: Tiempo 0, T1: 1 mes, T3: 3
mesesy T12: 12 meses




Tabla 8a. Proporciones promedio (% de cuentas bacterianas totales + EEM) de complejos
bacterianos en las muestras de placa dentobacteriana subgingival.

Clave complejo

Complejo
Actinomyces sp. ** 11.33 2.34 16.02 443 3.64 0.88 9.05 2.37
Amarillo ** 14.46 2.01 7.99 1.07 10.20 1.32 14.39 1.46
Morado *** 4.80 0.93 6.92 1.60 11.08 1.48 5.10 0.42
Verde * 3.54 0.60 5.54 0.95 6.38 1.00 2.82 0.52
Naranja 29.04 3.46 28.01 3.33 34.22 3.23 31.30 1.29
Rojo * 11.21 1.77 8.59 1.23 12.26 2.08 16.89 2.26
7 No-agrupado 3.58 0.43 3.29 0.77 3.24 0.45 1.87 0.33
Otros 22.03 1.86 23.64 2.35 18.98 1.88 18.58 1.26

EEM: Error Estandar de la Media. TO: Tiempo 0, T1: 1 mes, T3: 3 meses y T12: 12 meses. 1-8 Complejos
bacterianos: Las especies fueron agrupadas lo mas similarmente posible a la descripcién de complejos
microbianos en la placa dentobacteriana subgingival 8 9, representadas con un color de acuerdo con la tabla
2.

Tabla 8b. Pruebas estadisticas de las proporciones promedio por complejos bacterianos por
tiempos de estudio

Complejo TOvs T1 TOvs T3 TOvs T12 TilvsT3 T1vs T12 T3vs T12
Actinomyces sp.
Amarillo
Morado
Verde
Rojo

No-agrupado

KW: Prueba de Kruskal Walis y U-M: U de Mann Whitney en comparaciones pareadas, * p<0.05, ** p<0.01 y
*#* p<0.001, con ajuste de comparaciones multiples. TO: Tiempo 0, T1: 1 mes, T3: 3 meses y T12: 12 meses
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Tabla 9. Proporciones promedio (% de cuentas bacterianas totales) de las 40
especies bacterianas evaluadas en la muestra del diente 46

Porospeter Gins 36

1153

__________ 0.00 0.00 081 0,00
____________ 0.00 3i.58 347 0.00
15381 2.43 4.11 180

5 Mo 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00

165 ER- I 000 000
0.59 0.00 10.03 1471

114 000 000 154

817 2.56 000 805

13.46 2.62 1254 243
17.50 11388 000 1283

333 000 000 000

0.00 0.00 0.00 2.18

0.00 0.00 0,00 0.15

0.00 0.00 0.00 0.00

0.00 0.00 0,00 0,00

0.00 0.00 0.00 0.00

0.00 0.00 0.00 433
0,040 272 21010 1153

113 2235 20 A8 2483

0,00 7.43 534 186

0.00 0.73 128 164

0.00 0.00 0,00 0,63

0.00 5.75 376 123

0,00 0.00 0,00 0,00

0.00 0.00 0.00 0.00

0.00 0.00 134 0,00

1238 000 000 000

Ao b 1286 000 097 000
5. noxiag 152 1.32 601 0.00
L. matrudha bi 0.00 0.00 0,00 0,00
L. sab 0,00 0.87 206 0,00
F. alocis 0.00 2.33 0,00 0,00
P. endad, i 0,00 0.00 0,00 0,00
N. mumsa 0.00 0.00 108 0.00
G. markillarum 0.00 0.00 788 0,00
P. loesch eii 0.00 0.00 0,00 0,00
P. melamingg. 0,00 2.90 0.0 0.0
P. aones 0.00 1831 1502 666
2303 1883 0,00 3847

461 0.87 2 .06 657

13.46 10405 13 28 423

0.00 0.00 923 0.00

12499 5664 41.34 21.10

2866 5.21 709 1332

152 1.82 601 0,00

i 372 6.58 14 35 1625

A.a.b: Aggregatibacter actinomycetemcomitans stp. b. 1-8 Complejos bacterianos: Las
especies fueron agrupadas lo mas similarmente posible a la descripcién de complejos
microbianos en la placa dentobacteriana subgingival 89, representadas con un color de acuerdo
con la tabla 2. TO: Tiempo 0, T1: 1 mes, T3: 3 meses y T12: 12 meses. Marca naranja: especies
por debajo del 50% comparando T1, T3y T12 contra TO




Tabla 10. Especies bacterianas subgingivales identificadas en sujetos con periodontitis bajo tratamiento con L. reuteri
METODO DE

ESPECIES EVALUADAS

GRUPOS COMPAR,

CARACTERISTICAS CLINICAS

UENTAS/PREVALENCIAP

;Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella

8semanas uso de L. salivarius WB21

Prevalencia

|
|

L. reuteri+ Ry AR, Ry AR+ placebo

alto comparado con el grupo control

Mayanagui, G. 2009 PCR tiempo real |intermedia, Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y +xilitol Nm Disminucién en la suma total de especies periodontopatogenas. T.
| ; ili
;Tanerella forsythia forsythia disminuyo significativamente después de las 4y 8 semanas.
|
:P.gingivalis, P. intermedia, P. endodontalis, T. forsythia, A.
S ———— |actinomycetemcomitans, F. nucleatum, T. denticola, P. micra, Prodentis VS Placebo Cuentas de L. reuteri se encontraron elevadas en el grupo control.
Sinkiweicz, G. 2010 ec ?ib?:i;cién ;C. rectus, S. intermedia, S. oralis, S. sanguinis, S. mutans, V. 12 semanas de uso L. reuteri se Aumento en el indice de placa (p=0.023) Aumento significativo entre las especies buenas/malas. A. naeslundii
|parvula, A. naeslondii, F. alocis, L. reuteri, L. fermentum, L.\ compara placa subgingival y saliva tuvo el puntaje promedio mas alto en ambos grupos.
\acidophilus.
|
| . . Cuentas
| <0.001.
Vivekananda, M.R | 2010 Cultivo | A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, P. gingivalis, L. reuteri + R, Ry AR + Placebo IPLA, Gly GBI redujeron p<0.001. La mayor reduccién de IPLA se A. actinomycetemcomitans, P. intermedia y P, gingivalis 1 log 10 unidad
| obtuvon con RyAR+prodentis(0.7610.29) . .
| (p< 0.01) en prodentis y en Ry AR + prodentis
.......................................... I HE T I  ———————
|
|
| Disminucidn de P. gingivalis entre el incioy la 4a semana en el grupo
: de prueba(p=0.057) y un aumeto en el grupo control (p =0.069) con una
| diferencia entre ambos de (p=0.008). Reduccion de A.
; Lactobacillus spp.,P. gingivalis, P. intermedia, F.nucleatum, actinomycetemcomita en el grupo prueba despues de 4 semanas
Inesta, M. 2012 Cultivoy PCR 5 P. micra, C. rectus, Capnocytophaga spp.,Eikenella Tableta probidtico vs Placebo No se obtuvieron diferencias significativas entre grupos (p=0.074) y a la 8 semanas (p =0.049) con clara diferencia intergrupal en
| corrodens, Fusobacterium spp. elinicioy la4 semanas (p=0.036). Menore cuenta de F. nucleatumen el
; grupo prueba despues de 4 semanas (p =0.073) despues de 8 semanas
| aumento en el conteo. Incremento (p=0.041) en cuentas de E.
: corrodens en el grupo control desde el inicio hasta la 8 semana.
|
Vicario, M. 2013 Nm Parémetros periadontales 1mes uso de L. reuteri (sunstar GUM) I?lsmlnuuon significativa p<0.05 en todos Io; parametros clinicos Nm
(indice de placa, sangrado al sondeo y profundidad de bolsas)
Reduccioén (p < 0.05) en el nimero de P. gingivalis en Ry AR+ probiético a
. PR . . las semana 12 comparado con el grupo R y AR. Disminucién de P.
Teughels, W. 2013 PCR gT' (R, P g|ng|\{alls, B EEIETPEEESIETS, (7 Ry AR+L. reuteri vs Ry AR NA gingivalis en saliva a la semana 9y 12 en Ry AR (p0 0.085 y0.098). P.
nucleatum y P. intermedia . X " 5
| intermedia mayor reduccién y menor nimero en las muestras de la placa
; subgingival a la semana 12 de R y AR+ Probiotico (p0 0.074 y 0.085)
|
| 3 semanas seguimiento de 1 afio Disminucién de PI, GI, BOP y PD p<0.05 en pacientes usando
Gizem, I. 2015 Elisa fParémetros periodontales y pardmetros bioquimicos MMP8 prodentist y Ry AR. El inel de insercion fue significaivamente mas Nm

PCR: Reaccidn en cadena de la Polimerasa. Nm: No se menciona. SRP+P: Raspado y alisado radicular+ Probiético. SRP: Raspado y alisado radicular + Placebo.
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Figura 1. Enfermedad periodontal, en la cual se desarrolla la gingivitis y es seguida de la periodontitis, a causa de la disbiosis de la biopelicula, que a su
vez estimula al sistema inmunoldgico y persistiendo un estado inflamatorio (Modificado de Hajishengallis 2015 4). Clasificaciéon actual de las

enfermedades periodontales modificado de Caton 2018 ¢1. 1y 2 lesiones que comparten disbiosis de biopelicula subgingival y 3 es un factor de riesgo
ambiental modificable en enfermedades periodontales.
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Especies

Actinomyces canplejos
microbiologicos
subgingivales

R gingivalis

T. forsythia
T. denticola

E. corrodens

C. gingivalis

C. sputigena
C. ochracea
C. concisus
A. actino. a

Figura 2. Diagrama representativo de las asaciones entre especies bacterianas de la placa
subgingival, agrupadas por complejos microbianos. Los complejos de Actinomyces, morado,
amarillo y verde son especies consideradas como “colonizadoras primarias” o especies asociadas
a salud periodontal. El complejo naranja se compone principalmente de especies “colonizadoras
puente” periodontopatdgenas putativas, y el complejo rojo se compone por especies

“colonizadoras tardias” patdgenas reconocidas, modificado de Socransky °.
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Salud periodontal Periodontitis cronica

Mo agrapadod
A% Mo sgrupados
- 1LE%

Figura 3. Imagen de la proporcidn por complejos bacterianos de sujetos mexicanos en condiciones
de salud periodontal y con periodontitis cronica generalizada en la poblacién mexicana. Las especies
del complejo de Actinomyces y del complejo “otros” son especies se encuentran en mayor proporcion
en salud periodontal comparado con periodontitis. Por otro lado, en periodontitis se encuentran en
mayor proporcion especies del complejo rojo, comparado con salud periodontal?l.
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Figura 4. Imagen representativa de una membrana de nylon en la que se procesaron
microbiolégicamente 28 muestras de placa dentobacteriana parala identificacién y enumeraciéon
de 40 especies bacterianas mediante la técnica de Checkerboard para hibridaciones DNA-DNA.
Con esta técnica es posible obtener cerca de 1,120 identificaciones bacteriolégicas en un sélo
ensayo mediante sefales positivas quimio luminiscentes en placas radiograficas.




Figura 5a. Fotografias clinicas oclusal, vestibular y laterales izquierda y derecha del sujeto de
estudio en tiempo 0 (TO0)

Figura 5. A. Fotografias clinicas oclusal, vestibular y laterales izquierda y derecha del sujeto de
estudio en tiempo 1 (T1) durante el tratamiento del probiético coadyuvante.




3 meses 12 meses

Tiempo
Cuentas totales x10°5 Media + EEM Media + EEM Media + EEM Media + EEM
115.12 17.74 138.48 23.93 204.87 31.91 182.42 25.65
4 I
250 +
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e T T e e - - - - 1
I
Tovs T1 TOvs T3 TOvs T12 |
i

Cuentas bacterianas totales x10°

mT0 mTl muT3 mT12
\ /

Figura 6. Niveles totales promedio (cuentas bacterianas totales x 105 + EEM) de las 40 especies
bacterianas evaluadas en muestras de placa dentobacteriana subgingival del sujeto de estudio. Los niveles
totales fueron calculados determinando los niveles para cada especia en cada muestra de placa,
promediados entre las 23 muestras de los diferentes tiempos, obteniendo posteriormente la sumatoria
del promedio de cuentas de todas las especies evaluadas y finalmente el promedio de la sumatoria entre
los tiempos del estudio. Las diferencias entre cada tiempo no fueron estadisticamente significativas
después de ajustar para comparaciones multiples (prueba U de Mann- Whitney). Las significancias de los
diferentes tiempos se presentan en la Tabla 6a.
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Figura 7a. Niveles promedio (cuentas bacterianas x 105+ EEM) de las 40 especies individuales en muestras de placa dentobacteriana subgingival (N=92)
del sujeto de estudio en distintos tiempos del estudio longitudinal de probiético L. reuteri (TO= Tiempo cero (n=23); T1= T1 mes (n=23); T3= 3 meses
(n=23)y; T12=12 meses (n=23)). Los niveles totales fueron calculados determinando los niveles para cada especie en cada muestra de placa, promediados
entre las 23 muestras del sujeto de estudio y posteriormente entre los diferentes tiempos del estudio longitudinal. La significancia de las diferencias entre
los tiempos se presenta en la tabla 6a. Prueba de Kruskal Wallis Kruskal: *p<0.05, 1 p<0.01 y § p<0.001 y prueba U de Mann Whitney para comparaciones

pareadas referenciada en tabla 6b, con ajuste de comparaciones multiples.
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Figura 8a. Prevalencia promedio (% sitios colonizados + EEM) de las 40 especies individuales en muestras de placa dentobacteriana subgingival (N=92)
del sujeto de estudio. La prevalencia promedio fue calculada para cada especie en cada muestra de placa, en distintos tiempos del estudio longitudinal de
probiético L. reuteri (TO= Tiempo cero (n=23); T1= T1 mes (n=23); T3= 3 meses (n=23) y; T12=12 meses (n=23)). Los niveles totales fueron calculados
determinando los niveles para cada especie en cada muestra de placa, promediados entre las 23 muestras del sujeto de estudio y posteriormente entre
los diferentes tiempos del estudio longitudinal. La significancia de las diferencias entre los tiempos se presenta en la tabla 7a Prueba de Kruskal Wallis:
* p<0.05, T p<0.01 y  p<0.001 y prueba U de Mann Whitney para comparaciones pareadas referenciada en tabla 7b, con ajuste de comparaciones

multiples.
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Figura 9b. Proporcion promedio (% de cuentas bacterianas totales + EEM) de las 40 especies individuales en muestras de placa dentobacteriana
subgingival (N=92) del sujeto de estudio en distintos tiempos del estudio longitudinal de probidtico L. reuteri (TO= Tiempo cero (n=23); T1= T1 mes
(n=23); T3= 3 meses (n=23) y; T12=12 meses (n=23)). Las proporciones totales fueron calculadas determinando los niveles para cada especie en cada
muestra de placa, promediados entre las 23 muestras del sujeto de estudio y posteriormente entre los diferentes tiempos del estudio longitudinal. La
significancia de las diferencias entre los tiempos se presenta en la tabla 8a. Prueba de Kruskal Wallis: NS=No significativo, * p<0.05, +p<0.01 y $p<0.001
y prueba U de Mann Whitney para comparaciones pareadas referenciada en tabla 8b, con ajuste de comparaciones multiples.
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Figura 10. Proporciones promedio (% de cuentas bacterianas totales + EEM) de complejos
bacterianos en muestras de placa dentobacteriana subgingival de 1 sujeto de estudio (PC). Las
40 especies evaluadas fueron agrupadas en 8 complejos de acuerdo con la descripcidon de
complejos bacterianos en la placa subgingival & ° (las excepciones se describen en la Tabla 2.)
Las proporciones fueron calculadas para cada complejo bacteriano en cada muestra de placa,
promediadas entre las 23 muestras del sujeto de estudio y posteriormente entre los diferentes
tiempos. Prueba de U de Mann-Whitney: * p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 Tabla 8ay 8 b.
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Figura 11. Niveles totales del diente 46(cuentas bacterianas totales x 105 + EEM) de las 40 especies bacterianas promediadas (tabla 2). Los
niveles totales fueron calculados determinando los niveles para cada especia en la muestra de placa de los diferentes tiempos. Grafica con
Proporciones promedio de las 40 especies individuales, en muestra de placa dentobacteriana subgingival del diente 46. Al ser un dato

microbiolégico por especie bacteriana, no es posible realizar pruebas estadisticas de comparacién multiple entre los tiempos evaluado




Figura 12. Serie radiografica periapicales de paciente de estudio. De acuerdo con la actual clasificacién de las enfermedades periodontales y periapicales?, se determind
que presentaba periodontitis generalizada, estadio IV y grado B.
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ANEXO 1. CONSTANCIA DE PARTICIPACION EN LA INTERNATIONAL ASSOCIATION
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ANEXO 2. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

(Hoja 1 de 3)

-
-
-

Laboratorio de Genética Molecular
Facultad de Odontologia

Universidad Nacional Auténoma de México |

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PERIODONCIA FE-GMLIFO.001 (5)
(FOLIO NO. 001) SECCION 1505 4.2

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dra. Laurle Ann Ximénez-Fyvie.
CLINICOS RESPONSABLES:
*  Mtra. Adriana-Patricia Rodriguez-Herndndez.
* Esp. Velia Jacobo-Soto,
¢ Dra. Gaby Esthela-Tiznado.
e Mtra. Ma. de Lourdes Mirquez-Corona.
INSTITUCION: Laboratorio de Genética Molecular.
Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacién.
Facuitad de Odontologia, UNAM.
TELEFONO: (044) 55-2699-7530 (horas y dias hibiles)
E-MAIL: contacto@labgenmol onmicrosoft.com

TITULO DEL PROYECTO: Factores microbiolégicos y genéticos relacionados con las enfermedades periodontales en
México (DGAPA B IN213006-3).

INVITACION A PARTICIPAR: Usted estd invitado a participar en un estudio de investigacién que analiza las bacterias
de 1a boca asi como las caracteristicas genéticas y del sistema de defensa de las personas que padecen enfermedades
de las encias.

PROPOSITO: Usted debe entender que Jos objetivos del estudio son determinar la presencia y cantidad de bacterias
que se encuentran en la bocd de personas con diferentes tipos de enfermedades de las encias y comparar las
caracteristicas genéticas y la magnitud de la respuesta del sistema de defensa entre personas con y sin enfermedades
de las encias.

PROCEDIMIENTOS: Usted debe entender que para participar en el estudio debe haber nacido en la Repiblica
Mexicana, no debe padecer ninguna enfermedad sistémica 3 excepcidn de diabetes, debe tener por o menos 20
dientes naturales en la boca, no puede haber recibido ningin tipo de tratamiento periodontal en el pasado, no puede
haber recibido una limpieza dental profesional en el Gitimo mes y no puede haber tomado ningin tipo de antibiético
en los Gitimos 3 meses. Asimismo, en el caso de ser mujer, no puede estar embarazada ni lactando.

Usted debe entender que su participacion en este estudio de investigacidn requiere uno o més de los siguientes
procedimientos:

* La realizacién de una evaluacién periodontal completa, 1a cual consistird en medir la profundidad de las
peguefias “bolsas™ que se encuentran entre sus dientes y sus encias. Estas medidas serdn tomadas con un
instrumento especial llamado sonda que serd introducido en dichas “bolsas” en 6 lugares diferentes
dlrededor de cada diente de su boca. Este es un procedimiento de rutina ampliamente utilizado en la prictica
dental. Ademds de lo anterior, se le realizard una evaluacion general de la salud de sus encias para saber si
sangran, si estén inflamadas, si estén enrojecidas, etc.

A
Iniciales del paciente >
IS0 90012008 O Universitaris
COPANT/ISO 90012008 Méxien DY, 04510
NMX-CC-9001-IMNC- 2008
FE-GMLINO.00%
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(Hoja 2 de 3)

Laboratorio de Genética Molecular
Facultad de Odontologia

Universidad Nacional Autonoma de México \ i

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PERIODONCIA FE-GMLIFO-001 (5)
0 3
(FOLIO NO. 001) SECCION 150: 4.2

* La obtencién de algunos de sus datos generales y médicos, lo cual consistird en el llenado de una historia
clinica con preguntas que le serdn leidas por el clinico que lo atienda y Ia medicién de su peso, estatura,
presion sanguinea, pulso y porcentaje de grasa corporal.

* La toma de un miximo de 28 muestras de placa dentobacteriana, lo cual se realizard tomando con un
instrumento dental, una muestra de la pelicula blanquecina que se forma naturalmente sobre la superficie Je
sus dientes (placa dentobacteriana) de todos los dientes de su boca. Este procedimiento no es doloroso
aunque en algunas ocasiones puede ser un poco molesto. Cada muestra de placa dentobacteriana serd
colocada dentro de un tubo.

* Latoma de 1 muestra de maximo 11 ml de sangre, lo cual se realizara siguiendo los mismos procedimientos
que se llfevan a cabo en laboratorios de diagnéstico clinico acreditados. Dicho procedimiento consiste en
colocar una liga gruesa ligeramente apretada alrededor de su brazo para facilitar la visualizacién de sus venas,
Posteriormente, se introduce una aguja a una vena de alguno de sus brazos y se deposita la sangre en uno o
dos tubos de vidrio conforme sale de la vena. La liga y aguja serdn retiradas y el sitio de puncién seréd cubierto
con un curita una vez que el clinico determine que ha dejado de sangrar, Este procedimiento puede causarle
dolor o molestias principalmente en el sitio de la puncién.

* Latoma de 1 muestra de células epiteliales de la mucosa bucal, lo cual se realizard frotando un algoddn
sobre la superficie interna de sus mejillas, paladar, labios, encias y por debajo de la lengua durante
aproximadamente 1 minuto. Este procedimiento no conlleva ninguna molestia. La muestra serd colocada
sobre una tarjeta de papel especial.

Usted debe entender que todos los procedimientos serdn realizados en una sola visita que tendrd una duracién
mdxima de 2 horas y que en este estudio participardn aproximadamente 500 (quinientas) personas.

Usted debe entender que su participacién en el estudio no implica que sera sometido a ningln tratamiento diferente
o0 adicional a aquellos tratamientos que su clinico tratante considere necesarios para su caso.

RIESGOS: Usted debe entender que los riesgos que usted corre con su participacion en este estudio son minimos. La
evaluacién periodontal que se le realizard es la misma que realiza cualquier dentista para determinar la salud de sus
encias. Las muestras de placa se tomardn siguiendo procedimientos similares a los que se realizan durante una
limpieza dental. La muestra de células epiteliales de la mucosa bucal no conlleva ninguna molestia; y Ia muestra de
sangre puede causarle algunas molestias menores pero no duraderas en el sitio de la puncién.

Debe entender que todos los procedimientos serdn realizados por profesionales calificados y con experiencia,
utilizando procedimientos de seguridad aceptados para Ia préictica clinica. Todo el personal que le atendera utilizard
guantes desechables, bata y cubrebocas para su propia proteccién y la de usted. Todos los materiales e instrumental
que serdn utilizados serdn desechables y/o estarén esterilizados para su proteccion.

BENEFICIOS: Usted debe entender que su participacién no le proporcionard ningdn beneficio inmediato ni directo. Sin
embargo, gracias a su participacion, se obtendrd informacién nueva y mds extensa sobre las causas y los factores que
Intervienen en las enfermedades de las encias en la poblacién de México, lo cual podria ayudar en un futuro no sélo
al mejor entendimiento de dichas enfermedades, sino también a la blsqueda y empleo de nuevos tratamientos para
nuestra poblacién.

i e
Iniciales del pacient: Oiciles hsdiancs
150 9001:2008 Cd. Undversitaria
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COMPENSACONES: Usted debe entender Que NO exisle ningund COMPENIICIn monetari por su participacién pero
Que tampoCo Incurrird en ningln gasto adicional.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacidn que sea obtenida tanto en sus historiales clinicos
como en ol andlisls de sus muestras serd mantenida en estricta confidencialidad. Asi mismo, sl cudliquier publicacion
resultara de esta investigacidn, no se le identificard Jamds por nombre.

RENUNCIA/RETIRO: Usted debe saber que su participacién en of estudio o3 totaimente voluntaria v que puede
decidir nO Participar O retirarse del estudio on cudiquier MOmento, Sin Que esto represente Jigln perjuicio para su
atencidn dental presente ni futura on las clinicas de ka Facultad de Odontologia de 13 UNAM. También debe entender
qQue s cuaiquierd de 103 responsables de este estudio decidieran no Incluirie en b investigacidn, pueden hacerio sl asi
10 creyeran conveniente.

DERECHOS: Usted tiene ol derecho de hacer preguntas y de que ¢5tas le sean contestadas a su plena satisfaccidn,
Puede hacer sus preguntas en este momento, antes de firmar 3 presente forma o en cudiquier momento en of
futuro. Si desea mayores Informes acerca de su Participacidn en este estudio de investigacidn o sobre sus derechos
COMO sujeto de estudio, puede CONTACLM 3 Cudiguicra de Ios respontables lamando al nimero de teléfono que se
encuentra en b parte superior de B primera piging de esta forma.

ACUERDO: Al firmar on 103 03pacios provistos a continuacidn usted constata que ha leido y entendido esta forma de
consentimiento y que estd de acuerdo con su PArtiCipacidn en este estudio. Al terminar la visita recibird una copla de
osta forma.

C &\’ [ZEAER) ZKC
Firma del Patiente Fecha e
(Dia/mes/aMo)
o asoc Maidened \ Lot 13 feere /2ol
Nombee del (1axo Firma del Chnito Responsable Fecha
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ANEXO 3. REPORTE DE RESULTADOS DE CUSO DE CALIBRACION DE CLINIICOS

(Hoja 1 de 4)

Laboratorio de Genética Molecular
Facultad de Odontologia
Universidad Nadonal Auténoma de México

REPORTE DE RESULTADOS FECHLIFR-004 {2)
CURSO DE CALIBRACION DE CLINICOS

Informadén del participante

Qs

Josélsaac Maldonado Noriega
Clinico (Espedalista)

Tedrica y practica

Certro De Estudios Superiores De Ortodonda AC
Nicolds San Juan 1628
Del Valle certro

México

Distrito Federal
“México
03100

(55)1387-2794
R drisaac.mal donado@gmail.com

02 de octubre de 2014 da 12:00 a 16:00 hrs,
26 de septiembre de 2014 de 10:00 3 14:00 hrs. (No. 6)
1 (una) CCP-001-2013_C13 (2 de febrero de 2013).

El presente documento esth firm ado elecrdnicarmente. ESe repore se amitid 3 peticidn dal paticpante Com o PATE e Ln Servido Oyt
pars s Tines e a4 mismo convengan 1 Laboratorio de Gendtica Moleodar de 13 Facuitad de O dorrologis oe I3 UNAM y sus irgegrantes,
se desindan de cusiquier respOrsRIcd relaionada Con o UsO O SVULACIIN de Iy informadidn proporaionady 1a Cuasl NO CO NRITAY en
CONMICTO de irteréds Muno ¥y Que las DErtes no sostiensn vindulos Oentificos, Bborales 0 ecoNGMICos Qus Pudier I inter pretarse Como ty

A Qroudto Institutos
uoﬂu.:..:m Cd Universtaria
COPANT/ IS0 90012008 Méxxco DF 4510
NOCCAMNL AMNC. 2008
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Laboratorio de Genética Molecular
Facultad de Odontologia
Universidad Nacional Auténoma de México

REPORTE DE RESULTADOS FEQHLI.00 (2)
CURSO DE CALIBRACION DE CLINICOS i

Informadén del curso

CCP-2014-JIMN_C13

Del 04 de agosto al 02 de octubre de 2014.

2 (dos)

04 de agosto de 2014 de 9:00 a13hrs y de 15:00 2 18:00 y 02 de
octubrede 2014 de 12:00 a 16:00 hrs.

26

4 (cuatro) horas

Dra. Laurie Ann Ximénez Fyvie

7 (sete)

22 de septiembre de 2014 de 10:00 a 14:00 hrs, (No. 1)
23 de septiembre de 2014 de 10:00 3 14:00 hrs. (No. 2)
23 de septiembre de 2014 de 16:00 a 20:00 hrs, (No. 3)
24 de septiembre de 2014 de 10:00 a 14:00 hrs, (No. 4)
24 de septiembre de 2014 de 16:00 a 20:00 hrs. (No. S)
26 de septiembre de 2014 de 10:00 a 14:00 hrs, (No. 6)
02 de octubre de 2014 de 16:00 a 20:00 hrs. (No.7)

1 (uno) (No.1)

3 (tres)(No. 2)

2 (dos)(No.3)

2 (dos) (No. 4)

2 (dos)(No.S)

2 (dos) (No. 6)

6 (s2is) (No. 7)

1 (uno) (No.1)

1 (uno) (No. 2)

2 (dos)(No.3)

2 (dos)(No.4)

2 (dos)(No.S)

0 (cero) (No.6)

0 (cero) (No.7)

4 (cuatro) horas

Mtra. Adriana Patricia Rodriguez Hemandez

Gircuito Institutos

150 9001:2008 Cd Undversitaria

COPANT/IS0 90012008 México DF. DAS10
NMX.CCA001 AMNC. 2008
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REPORTE DE RESULTADOS ‘Eﬁgg&‘: 21,)
CURSO DE CALIBRACION DE CLINICOS '

Resultados

EVALUACION DE LA SESION TEORICA

Calificacién 80% (Aprobado)*
*Consulte ia tabla de interpretaciones. NP: No presentd.

EVALUACION DE LA SESION PRACTICA

Padente no 1 |

Cave P31

Salud periodontal

A23

78

0 2.04%0.11 (media tEEM)

nedo (mm) 1.20 £0.05 (media £EEM)
variabilidad PB = 30.8%, m{NI) = 48.7%

PB=91.7%, m{NI)=92.1%

; PB = 8.3%, m(NI)= 7.9%

Variabilidad promedio PB=0.17,NI =0.27

Reproducibilidad promedio PB =83.2%, NIl =73.5%

Padente no 2 e
Cave P32
Salud periodontal
A30

84

1.69 £0.05 (media £tEEM)
0.58 £0.0S (media tEEM)
ariabilidad PB=31.0%, m{N1)=52.4%
/e . PB=92.3%, m{NI)=86.4%
Variabilidad alta PB=7.7%, m(Nl)=13.6%
Variabilidad promedio PB=0.17, NI =0.30
Reproducibilidad promedio PB =83.2%, NI =69.9%

PB profundidad de bolsa. Nk nivel de insercién mme milimetros. EEM: error extandar de lamedia Vasiabilidad baja: 1 mm,
Variabilid ad alta: 22 men. an(NI): medida para calodar el NI

Grouito Institutos
150 9001:2008 Cd Umiversitaria
COPANT/I50 9001 -2008 México D.F. 04510

NMX-CCA0014MNC. 2008
FEGMLIFO-005
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Laboratorio de Genética Molecular
Facultad de Odontologia
Universidad Nacional Auténoma de México

REPORTE DE RESULTADOS FE-GMLIFD-004 (2}
CURSO DE CALIBRACION DE CLINICOS

SECCION 150: 4.2

CALIFICACION (SESION PRACTICA)
Variahilidad promedio 0.23 {Aceptable)*
GERTLC O T ER R (N 77.4% (Aceptable)*

*Consulte |a tabla de interpretaciones.

INTERPRETACIONES

Sesion tedrica i
275% - Aprobado
<74% - No-Aprobado

Sesion practica |
riabilidad baj =90.0% - Excelente
89.9%a 71.0% - Aceptable
£70.9% - No-aceptable

~on variabilidad alta £10.9% - Excelente

11.0% a 29.9% - Aceptable
230.0% - No-aceptable
dad promedio £0.10 - Excelerte

0.11 a 0.29 - Aceptahle
=0.30 - No-aceptable
Reproducibilidad promedio =90.0% - Excelente

89.9% a 71.0% - Aceptable
£70.9% - No-aceptable

Excelente: apto como evaluador clinico en estudios con niveles de exigencia altos. Aceptable: apto como evaluador clinico
en esudios con niveles de exigencia promedio. No-aceptable: no apto como evaluador clinico en proyectos deinvestigacion.

México D.F. a 21 denov de 2014,
[

b ‘._f,_ﬁl“—k%#

Dra. Laurie Ann Ximénez Fyvie
Responsable del curso

e e : Girouito Institutos

150 9001:2008 o Cd. Universitaria

| COPANT/ISD 9001-2008 i México D.F. D4510
NMIX-CC-9001-IMNC- 2008 SR
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