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RESUMEN

INTRODUCCION: La Periodontitis Apical Primaria (PAP) es una condicion inflamatoria
causada por infecciones bacterianas resultantes de la necrosis del tejido pulpar. El tratamiento
convencional antibacteriano esta perdiendo eficacia debido a la resistencia bacteriana, esto
conlleva a explorar alternativas como la bioterapia con probidticos. OBJETIVO:
Determinar el efecto de probidticos y sus metabolitos aplicados a aislados bacterianos
asociados a PAP. METODOLOGIA: La presente investigacion es de caracter explicativo
y experimental, utilizando muestras biolégicas de microorganismos patdgenos anaerobicos.
Estos microorganismos fueron identificados y sometidos a pruebas de actividad inhibitoria
frente a cepas de probidticos y sus metabolitos (Lactiplantibacillus plantarum,
Lacticaseibacillus rhamnosus y Lacticaseibacillus paracasei) mediante técnicas de dilucion
en pozos y difusion en agar, usando controles positivos (gluconato de clorhexidina al 2%) y
negativos (solucion fisioldgica al 0.9%). RESULTADOS: Tras el anélisis de los halos
inhibitorios, algunos probidticos y sus metabolitos exhibieron actividad inhibitoria
significativa contra las bacterias patégenas, con una notable variabilidad en la eficacia entre
las distintas cepas probiéticas y sus mezclas. En particular, se observaron halos inhibitorios
de 12 mm en promedio, indicando una potencial efectividad en el tratamiento de la
periodontitis apical. CONCLUSION: Los probi6ticos y sus metabolitos pueden ser una
alternativa viable a los tratamientos antibacterianos convencionales, sin embargo, se
requieren mas investigaciones para confirmar estos hallazgos y explorar su aplicacion clinica.
La investigacion aporta una perspectiva innovadora en el tratamiento de infecciones bucales,
destacando la necesidad de seguir desarrollando y evaluando terapias basadas en probidticos.

Palabras Clave: probidticos; periodontitis apical; endodoncia; tratamiento del conducto
radicular.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Primary Apical Periodontitis (PAP) is an inflammatory condition
caused by bacterial infections resulting from necrosis of pulp tissue. Conventional
antibacterial treatment is losing effectiveness due to bacterial resistance, this leads to
exploring alternatives such as biotherapy with probiotics. OBJECTIVE: To determine the
effect of probiotics and their metabolites applied to bacterial isolates associated with PAP.
METHODOLOGY: The present investigation is of an explanatory and experimental nature,
using biological samples of anaerobic pathogenic microorganisms. These microorganisms
were identified and tested for inhibitory activity against probiotic strains and their
metabolites  (Lactiplantibacillus  plantarum, Lacticaseibacillus  rhamnosus vy
Lacticaseibacillus paracasei) using well dilution and agar diffusion techniques, using
positive (2% chlorhexidine gluconate) and negative (0.9% physiological solution) controls.
RESULTS: After the analysis of the inhibitory halos, some probiotics and their metabolites
exhibited significant inhibitory activity against pathogenic bacteria, with notable variability
in efficacy between the different probiotic strains and their mixtures. Inhibitory halos of 12
mm on average were observed, indicating potential effectiveness in the treatment of apical
periodontitis. CONCLUSION: Probiotics and their metabolites may be a viable alternative
to conventional antibacterial treatments, however, further research is required to confirm
these findings and explore their clinical application. This research provides an innovative
perspective in the treatment of oral infections, highlighting the need to continue developing
and evaluating probiotic-based therapies.

Keywords: probiotics; apical periodontitis; endodontics; root canal treatment.



INTRODUCCION

La periodontitis apical (PA) se define como una condicién inflamatoria del periodonto
apical, que resulta principalmente de una infeccion bacteriana ocasionada por la colonizacion
del sistema de conductos radiculares a consecuencia de la necrosis del tejido pulpar. Para la
desinfeccion del sistema de conductos, se emplean diversas sustancias irrigantes y
medicamentos, sin embargo, por la complejidad que presenta el mismo y la resistencia
microbiana desarrollada por algunos microorganismos ante ciertos farmacos, la remocién de
estos se dificulta, creando focos infecciosos y aumentando el riesgo de una Enfermedad Post
Tratamiento Endodontico.

Se han desarrollado nuevas terapéuticas alternativas para la eliminacion de microorganismos
persistentes. Entre las nuevas terapias no invasivas aplicadas en odontologia se encuentra la
bioterapia, empleando bacterias probioticas y sus subproductos para controlar selectivamente
los patdgenos causantes de algunas infecciones bucales y restablecer el estado de eubiosis.
La aplicacion de la bacterioterapia en endodoncia se fundamenta en sustituir las bacterias
patdégenas por bacterias beneficiosas, aungue, el papel de los probioticos en la terapia
endoddntica no se ha evaluado ampliamente mas que en estudios in vitro y pocos estudios in

Vivo.

En este contexto, surge la interrogante: ¢Podrian las bacterias probidticas y sus metabolitos
causar un efecto inhibitorio en los microorganismos asociados a PAP?. Dado que en la
revision de la literatura se encontraron escasos estudios sobre el efecto antimicrobiano contra
patdgenos causantes de PAP, en este proyecto de investigacion se busca determinar el efecto

de probidticos aplicados sobre colonias bacterianas asociadas a periodontitis apical primaria.

Para lograr el cumplimiento del objetivo planteado en esta investigacion, se realizé un estudio
con un enfoque cuantitativo, alcance explicativo y disefio experimental en un contexto de
laboratorio, empleando las bacterias aisladas de los pacientes diagnosticados con la

patologia. El documento esté estructurado de la siguiente manera:

- Capitulo I: que hace referencia al planteamiento del problema, objetivos del proyecto,

justificacién e hipétesis del mismo.



- Capitulo Il: donde se desarrolla el marco conceptual incluyendo los antecedentes mas
resaltantes y las bases tedricas necesarias para la contextualizacion del proyecto.

- Capitulo IlI: contiene el marco metodoldgico a desarrollar, en este se detalla el
enfoque, alcance y disefio de la investigacion, la muestra biologica a estudiar, el
sistema de variables, la técnica e instrumentos de la recoleccion de datos,
procedimiento, materiales e instrumentos para el desarrollo del experimento,
principios bioéticos y el plan de analisis de los resultados que se obtendran.

- Capitulo IV: contiene los resultados de las pruebas experimentales microbioldgicas
de identificacion y antagonismo

- Capitulo V: constituido por la discusion de los resultados obtenidos, interpretacion
de estos y comparacion con la evidencia hallada

- Capitulo VI: donde se establecen las conclusiones obtenidas y las recomendaciones

para trabajos futuros.

Finalmente, se incluyen el modelo de instrumento de recoleccion de datos (Anexo A) y
el consentimiento informado que empleado en la recoleccion de la muestra biologica
(Apendice A).



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Definicion y contextualizacion del problema

La periodontitis apical (PA) se define como una condicion inflamatoria del periodonto
apical, que resulta principalmente de una infeccion bacteriana ocasionada por la colonizacién
del sistema de conductos radiculares a consecuencia de la necrosis del tejido pulpar. La
inflamacion apical forma parte de la respuesta inmunologica destinada a contener y localizar

la infeccion?.

Esta entidad apareceria en presencia o ausencia de sintomas clinicos tales como, respuesta
dolorosa al morder y a técnicas diagndsticas como percusion o palpacién, puede o no estar
asociada a un area radiolucida apical, sin embargo, se observa el ensanchamiento del espacio
correspondiente al ligamento periodontal?. Debido a que la aparicion de la inflamacién ocurre
previo a un tratamiento de la misma, esta se define como periodontitis apical primaria
(PAP)3. La afeccion puede considerarse un tipo especifico de lesién endoperiodontal, donde
la PAP se presenta como la lesion inicial que luego se extiende al periodonto de no tratarse

oportunamente?.

En cuanto al origen bacteriano de la PAP, aunque muchas de las infecciones agudas son
ocasionadas por bacterias en estado planctdnico, en este caso particular es mucho mas comun
encontrar la presencia de biopelicula, siendo esta principalmente compuesta por
Lipopolisacaridos (LPS), proteinas, nutrientes, sustancias de desecho y en muchos casos
bacterias con elevada capacidad inmunogénica®. En la mayoria de las infecciones causadas
por biopelicula, el sistema inmune como medida de contencion bacteriana, activa una
respuesta inflamatoria y en el caso de a PA el resultado es el dafio tisular. Adicionalmente,
muchos de los microorganismos presentes en la biopelicula obtienen los nutrientes necesarios

de las glicoproteinas resultantes de la degradacion de los tejidos?.

Con relacion a los microorganismos encontrados en la infeccion primaria se conoce que

estan presentes los siguientes phylum bacterianos: Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria,
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Actinobacteria, Proteobacteria, Spirochaetota, Synergistota, asi como especies de
Prevotella spp., Porphyromonas spp., Fusobacterium nucleatum, Treponema spp., Dialister
spp., Pseeudoramibacter alactolyticus, Propionibacterium spp., Parvimonas micra,
Tannerella Forsythia, Filifactor alocis, Eubacterium spp. y Olsenella spp.®’

La PAP es una enfermedad prevalente a nivel mundial con porcentajes que van desde un
6,3 a un 54,7%% 1, donde los porcentajes superiores se observan en aquellos paises en vias
de desarrollo®. Generalmente, se debe realizar un tratamiento endodéntico no quirtrgico,
removiendo el tejido pulpar necrotico y dependiendo de la severidad del caso, se adiciona
medicacion intraconducto, donde las sustancias mas utilizadas son el hidrdxido de calcio y
la pasta tri-antibiética?'® , posteriormente, se procede a realizar la limpieza y conformacion
de los canales radiculares empleando soluciones irrigantes como hipoclorito de sodio (al
2,5% - 5,25%) Yy clorhexidina (0,12% - 2%)*?

La terapia endodontica abarca una serie de procedimientos cuya finalidad es curar o prevenir
la periodontitis perirradicular, tratando de forma efectiva la infeccion bacteriana ocasionada
por la descomposicion de la pulpa dental y radicular. El tratamiento endoddntico se puede
resumir en tres fases principales: diagnostico, limpieza y conformacion de los conductos
radiculares y, finalmente, obturacion con un material inerte que logre el cierre hermético del
apice radicular, donde, el resultado que se busca es la cicatrizacion y curacion de los tejidos
perirradiculares?. Los materiales empleados para el sellado endodéntico suelen proyectarse
a través de los conductos accesorios o laterales y pueden ayudar al control microbiano

expulsandolos del sistema de conductos radicular®4,

En algunas ocasiones, no se obtiene el resultado deseado o favorable con el tratamiento
endodontico debido a una serie de factores, lo que conlleva a una Enfermedad Post-
Tratamiento Endodontico (EPTE) conocida anteriormente como “fracaso endodontico”®®. Su
etiologia es variada, pero basicamente, se puede resumir en  microorganismos
intrarradiculares persistentes o reintroducidos, infeccion extrarradicular, reaccion de cuerpo
extrafio y quistes verdaderos'?, siendo la periodontitis apical sintomatica una de las

manifestaciones mas frecuentes!11,

En la mayoria de los casos, el tratamiento endoddntico convencional combate efectivamente

la infeccidn bacteriana, sin embargo, y debido a que las bacterias, como todo ser vivo, tienen
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como funcion vital sobrevivir y reproducirse, estas desarrollan mecanismos de resistencia,
especialmente frente a medicamentos antibidticos como respuesta a una presion selectiva®®:l’,
Por lo general, los selladores endoddnticos poseen en su composicion elementos con
propiedades microbiostaticas'®, sin embargo, para que estas sean eficaces se debe lograr la

eliminacion casi total de microorganismos endodénticos persistentest#18-20,

Con base en la evidencia, nuevos conocimientos y herramientas tecnoldgicas, se han
desarrollado terapéuticas alternativas, una de ellas es la aplicacién de la bioterapia con
probidticos para controlar selectivamente los agentes etioldgicos de algunas infecciones
bucales y establecer un estado de eubiosis. En este sentido, los probidticos se entienden como
microorganismos Vvivos, principalmente bacterias, que administrados en cantidades

adecuadas son seguros y causan un efecto beneficioso al hospedero?:22,

La terapia con probi6ticos ha sido ampliamente estudiada y utilizada como tratamiento en
trastornos gastrointestinales, enfermedades alérgicas, urogenitales, entre otras. Las bacterias
probidticas se introdujeron en la practica odontolégica como terapia de sustitucién para la
prevencion y tratamiento de enfermedades bucales, cuyo mecanismo de accion se lleva a
cabo mediante la resistencia a la colonizacion y la modulacion inmunolégica?®. Dentro de
este grupo, se considera que los probidticos mas estudiados para cuidar la salud en la cavidad
bucal son cepas microbianas aisladas, principalmente del tracto digestivo pertenecientes al

género Lactobacillus y Bifidobacterium?.

Los probidticos promueven la salud alterando el balance ecoldgico a traves de varios
mecanismos como la inhibiciébn de crecimiento bacteriano por la produccién de
bacteriocinas, modulacion local de la respuesta inmunitaria, estimulan la produccion de IgA
y la exclusion competitiva de bacterias patdgenas por factores de crecimiento y nutrientes?-
23, Dentro de la microbiota habitual de la cavidad bucal se encuentran especies de lactobacilos
que inhiben bacterias patdgenas Gram positivas, Gram negativas, aerobicas y anaerobicas,
sin embargo, estas cepas probidticas no se encuentran en todos los individuos en
proporciones suficientes para generar un beneficio al hospedero. Es por ello que existen
multiples vehiculos por los que se pueden administrar estas bacterias, tales como: pastillas,
leche, queso, yogur, helado, jugos, gotas, polvo, enjuague bucal, chicles, geles adhesivos,

entre otros, aunque no existe un medio ideal?%.
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La utilizacion de los probidticos para la reduccion de las afecciones bucales es una
alternativa como tratamiento preventivo. Esta terapia ha demostrado ser segura para
disminuir el recuento de bacterias patdgenas en la cavidad bucal y establecer un ecosistema
eubiodtico??. Se ha demostrado que los probidticos son eficaces para controlar la inflamacién
gingival, reducir los niveles de biopelicula, la prevencién de diversas enfermedades
gingivales, periodontales y hasta peri implantares, el tratamiento de la halitosis, las

infecciones por Candida, y también en la prevencion de caries dental®.

En la saliva, los microorganismos asociados a la caries, como Streptococcus mutans, se
reducen en numero después del consumo de productos que contienen los probioticos
Lactobacillus y Bifidobacterium?®?’, En cuanto a las enfermedades periodontales, los efectos
de los probidticos han mostrado ser mas prometedores, presentando un efecto
antiinflamatorio, que permite dirigir la respuesta inmune hacia el periodontopatdgeno
afectando su adhesion al epitelio 2627, Las patologias periodontales son causadas por
numerosos patdgenos comunes en las infecciones endodoénticas, por lo que la utilizacién de
probidticos en los conductos radiculares también puede resultar ventajosa en la lucha contra

las mismas?3,

Debido a la complejidad del sistema de conductos radiculares, es dificil obtener una
desinfeccion completa, estudios han sugerido que se logra una reduccion significativa de la
carga bioldgica microbiana. Las tendencias actuales y emergentes en microbiologia afirman
que una mejor forma de tratar una infeccién microbiana es lograr y mantener un estado de
equilibrio en el microbioma humano y cambiar hacia una ecologia mas favorable que

conduzca a la curacion?.

El nuevo concepto de bacterioterapia en endodoncia consiste en sustituir las bacterias
patogenas por bacterias beneficiosas y de la microbiota habitual. Aunque el papel de los
probidticos en la terapia endodontica no se ha evaluado ampliamente, hay evidencia de
estudios in vitro e in vivo que destacan su potencial actividad antimicrobiana contra los
patégenos endoddnticos E. faecalis y C. albicans, microorganismos frecuentemente aislados
de dientes con periodontitis apical, por lo que la eliminacion completa de estos patogenos es

un reto2428,



Estos estudios han demostrado la actividad antimicrobiana de los probidticos comerciales
compuestos por especies de Lactobacillus, Bifidobacterium y Streptococcus contra E.
faecalis y C. albicans?®. Entre los hallazgos se encuentran que Limosilactobacillus reuteri
produce metabolitos con efectos antimicrobianos®, Lactiplantibacillus plantarum inhibe la
formacion de biopeliculas multiespecies preformadas dentro del sistema de conductos??,
Lacticaseibacillus rhamnosus y Lactobacillus acidophilus, cuando se administraron
sistémicamente en ratones redujeron el infiltrado inflamatorio y modularon la respuesta
inflamatoria reduciendo la gravedad general de la periodontitis apical®.. Los estudios también
revelaron que incluso el sobrenadante libre de células con subproductos metabolicos de las
muestras probidticas podrian disminuir potencialmente el crecimiento de estos dos patégenos
endoddnticos, por tanto, puede sustituir a las células plancténicas probidticas?. Estos
resultados se hallaron con el uso de cepas de L. acidophilus, Lacticaseibacillus casei, L.
rhamnosus, L. plantarum y B. bifidum?6:2%32-35 También se demostr¢ la efectividad del uso

del poliexamero como vehiculo de administracion de probidticos en el canal radicular®?,

El novedoso enfoque de la terapia con probidticos en endodoncia parece ser un
complemento prometedor para el tratamiento antimicrobiano de los sistemas de conducto
radiculares, por ser natural y minimamente toxico. La microbiota probiotica, ademas de
erradicar los patdgenos endodonticos, podria prevenir su recolonizacion, lo que se traduce
como la reduccion en la manifestacion de EPTE y mejoras en los éxitos a largo plazo. Sin
embargo, impera la necesidad de estudios in vitro e in vivo, para seguir investigando sobre la
efectividad de la bioterapia, en tal sentido, en la evidencia encontrada se hallaron escasos
estudios que probaran el efecto antimicrobiano contra patdgenos causantes de PAP. Por esta
razén el problema se encuentra orientado en conocer cuél es el efecto que producen los
probidticos y sus metabolitos aplicados sobre los aislados bacterianas asociados a

periodontitis apical primaria mediante un estudio in vitro.

1.2. Objetivos de la investigacion
1.2.1. Objetivo General

Determinar el efecto de probioticos y sus metabolitos aplicados a aislados bacterianos
asociados a Periodontitis Apical Primaria.



1.2.2. Objetivos Especificos
- ldentificar aislados bacterianos presentes en periodontitis apical primaria.
- Describir el efecto de los probioticos y sus metabolitos sobre los aislados bacterianos
identificados en periodontitis apical primaria.
- Comparar el efecto inhibidor de los metabolitos con los controles positivos y

negativos usados para la experimentacion.

1.3. Justificacion

La siguiente investigacion se justifica en virtud de las siguientes razones:

- La persistencia de las bacterias causantes de PAP, ante procedimientos y sustancias que
buscan la erradicacion total de estas®®4°, pueden resultar, en algunos casos en una
Enfermedad Post Tratamiento Endodéntico por Periodontitis Apical Secundaria debido a
que la anatomia de los conductos es variable y la presencia de conductos accesorios
dificulta el alcance de los irrigantes y la preparacion biomecanica®?, es por ello, que
resulta interesante seguir investigando en este tipo de terapias coadyuvantes que puedan
disminuir el riesgo de un retratamiento de conducto y procedimientos quirdrgicos, los

cuales representan un costo elevado para el paciente.

- Los resultados de esta investigacion generaran evidencia cientifica que podria dar
cabida a la realizacién de mas estudios relacionados al tema, ya que se ha demostrado la
actividad antimicrobiana de cepas probidticas contra patdgenos endoddnticos
relacionados con PAP242829.323441.42 Eg por ello que la bioterapia con probiéticos podria
considerarse en el futuro como un complemento en la terapia endodéntica, debido a que,
en algunos casos, las bacterias asociadas a esta condicidén han demostrado ser resistentes

a la terapia antibidtica convencional6:1743,

- Los patdgenos endodonticos asociados a PAP han demostrado estar relacionadas a fallas
en el sellado del sistema de conductos® por lo que la aplicaciéon de probiéticos y sus
subproductos contribuyen a la eliminacién de patdégenos cubriendo las limitaciones de las

sustancias irrigantes y el sellador, aumentando el éxito y longevidad del tratamiento. Sin
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embargo, en la evidencia hallada se encontraron muy pocos estudios especificos que
hubieran probado probioticos o subproductos contra bacterias especificas relacionadas
con la PAP.

1.4. Hipotesis

- HO: Las bacterias probidticas y sus metabolitos causan un efecto inhibitorio sobre

microorganismos asociados a PAP.

- H1: Las bacterias probioticas y sus metabolitos no causan efecto inhibitorio sobre

microorganismos asociados a PAP.
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CAPITULO 11
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

En esta seccion, se citan los estudios previos de caracter internacional por orden tematico,
organizados en subtitulos y estos a su vez por orden cronoldgico desde el mas reciente al mas
antiguo. Se inicia con aquellos estudios que describen la efectividad de los metabolitos
probidticos sobre patdgenos endododnticos, seguido del efecto de los probioticos sobre
periodontitis apical, actividad antimicrobiana de probi6ticos sobre otras bacterias, actividad
antimicrobiana de irrigantes de conducto convencionales sobre patégenos endoddnticos y
culminando con investigaciones sobre procedimientos endodénticos para el retratamiento de

periodontitis apical.

2.1.1. Actividad antimicrobiana de metabolitos probidticos sobre biopeliculas de

patdgenos endodonticos

En el 2023 Widyarman et al.** estudiaron el efecto de la reuterina, una sustancia aislada de
Limosilactobacillus reuteri en biopeliculas mono y multiespecies de patégenos endoddnticos
Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis y Candida
albicans para ello se formaron biopeliculas de los mismos en los conductos de 60 muestras
de premolares humanos extraidos, dicha formacion se llevo a cabo siguiendo un protocolo
estandarizado. Utilizaron un control positivo donde se emple6 NaOCI al 2,5% y un control
negativo con agua destilada esterilizada. La eficacia de la irrigacion se evalud con un ensayo
tiempo dependiente 5 y 30 min después del proceso. Los resultados demostraron que la
reuterina fue efectiva sobre biopeliculas de E. faecalis, C. albicans, F. nucleatum y P.
gingivalis usando concentraciones de 100mg/ml demostrando eficacia similar en

comparacion con el control positivo (NaOCI).

En el mismo afio Shaaban et al.*® evaluaron la actividad antibacteriana de sobrenadantes de
probidticos multicepa Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus rhamnosus y
Lactobacillus acidophilus como medicacion intracanal contra la biopelicula de E. faecalis en

un modelo de diente. Para ello, instrumentaron, esterilizaron e inocularon 60 dientes
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monorradiculares con E. faecalis. Luego de 21 dias de incubacion, dividieron los mismos al
azar segun la medicacion intracanal recibida en 3 grupos: sobrenadante de probidticos en
vehiculo de gel de poloxamero, hidroxido de calcio, y control (solo con biopelicula) que
ademas fueron subdivididos segun el periodo de incubacion (24 horas y 7dias). La actividad
antibacteriana fue evaluada cuantitativa y cualitativamente después de cada periodo de
incubacion utilizando UFC/mI. En el periodo de incubacion de 24 horas se observd menos
UFC en el grupo de hidréxido de calcio. Para el periodo de incubacion de 7 dias, se encontrd
una reduccion significativa de UFC en todos los grupos. Concluyeron que el sobrenadante
de probidticos tiene un efecto antibacteriano potencial sobre el crecimiento de E. faecalis

muy similar al hidréxido de calcio utilizado de manera rutinaria.

Castillo et al.*® también en el 2023 caracterizaron la actividad inhibitoria de una bacteriocina
producida por Staphylococcus epidermidis contra Porphyromonas gingivalis. Dicha
actividad fue evaluada con el método de difusion en agar sobre un cultivo de P. gingivalis,
purificaron la bacteriocina utilizando espectrometria de masas MALDI-TOF (MALDI-TOF
MS). La bacteriocina purificada fue selectiva contra P. gingivalis mostrando un estrecho
rango de actividad, la produccion durante la curva de crecimiento indico que S. epidermidis
tiene una produccién continua de este antimicrobiano mostrando su mas alta concentracion

en la fase estacionaria.

Para el afio 2022, Safadi et al.*’ estudiaron metabolitos bacterianos con el fin de evaluar la
eficacia de las cepas probidticas para prevenir el nuevo crecimiento de biopelicula de E.
faecalis tratadas con irrigacion de NaOCI al 2,5%. Para ello cultivaron cepas de E. faecalis
y Heyndrickxia coagulans en medio Luria-Bertani (LB), L. casei y L. plantarum en medio
Man, Rogosa, Sharpe (MRS), los ensayos fueron llevados a cabo en caldo Soja Tripticaseina
(TSB) enriquecido con glucosa al 1%. Verificaron el crecimiento de biopelicula con tintura
de cristal violeta, se trato a E. faecalis con una solucion de NaOCI, las células restantes fueron
cultivadas y tratadas con una solucion de probioticos y sus sobrenadantes. Los resultados
obtenidos en esta investigacion indicaron que la solucion de NaOCI fue téxica para las células
planctonicas, pero no erradico las células de la biopelicula en su totalidad, luego del
tratamiento con la solucion probiotica se determino que esta fue eficaz contra las células de

biopelicula y no asi contra las células plancténicas.
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En ese mismo afio, en Egipto, Shaaban et al.*® evaluaron la actividad antibacteriana de
subproductos de lactobacilos contra E. faecalis en comparacion con la pasta de hidroxido de
calcio. El estudio implicé dos etapas, donde primeramente determinaron las propiedades
antibacterianas de tres cepas de sobrenadantes de probidticos: L. plantarum, L. rhamnosus,
y L. acidophilus y una mezcla de los tres sobrenadantes contra E. faecalis. En la segunda fase
se compararon las ZDI del hidroxido de calcio con las de los sobrenadantes. Los resultados
de este estudio demostraron que todos los sobrenadantes mostraron inhibicion del
crecimiento de E. faecalis y la mezcla del coctel mostré la ZDI mas grande. El hidroxido de
calcio mostré una inhibicion significativamente menor a la de la mezcla de coctel y gel. La

concentracion minima inhibitoria tanto para el coctel como para el gel fue de 50mg/ml.

También en el 2022, Hashim et al.*® determinaron las propiedades antimicrobianas y
antiadhesivas de los biosurfactantes extraidos de probidticos contra patdgenos endodonticos
comunes seleccionados. Primeramente, cultivaron L. plantarum en agar y caldo MRS,
adicionalmente, cultivaron S. anginosus, S. intermedius, S. constellatus, S. aureus, E. faecalis
en agar FAA (Fastidious Anaerobe Agar), agar para microorganismos anaerobicos
nutricionalmente exigentes suplementado con sangre de caballo. El sobrenadante de L.
plantarum fue obtenido luego de un proceso de incubacion de 48h, segun la curva de
crecimiento los sobrenadantes fueron obtenidos a las 8.5, 16, 24 y 48 horas respectivamente.
Esta solucion de sobrenadantes fue centrifugada a 10.000 g y luego ultra filtrada. Como
control se utiliz6 el rhamnolipido obtenido de P. aeruginosa. Posteriormente, se agregé el
sobrenadante de probidticos sobre los cultivos de las bacterias anteriormente mencionadas.
La actividad antimicrobiana fue cuantificada mediante ZDI y la actividad antiadhesiva fue
determinada usando analisis de imagen con un microscopio de fluorescencia. Los resultados
de este estudio determinaron la presencia de tres proteinas similares a las adhesinas
bacterianas lo que sugiere funciones para obstaculizar la adhesion de los patégenos. La mayor
ZDI fue obtenida en los ejemplares donde utilizaron un subproducto llamado rhamnolipido

obtenido de P. aeruginosa.
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2.1.2. Actividad antimicrobiana de probidticos sobre patégenos endodonticos

2.1.2.1. Efecto in vitro de probidticos sobre E. faecalis y C. albicans

En el 2022, Charan et al. realizaron una evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana
de probidticos frente a patdgenos endodonticos. Dicha evaluacién fue llevada a cabo en tres
etapas. La primera etapa consistio en analizar la eficiencia de los microorganismos
probioticos contra E. faecalis y C. albicans en etapa planctdnica con el procedimiento de
copa de agar. En la segunda etapa se utilizd un experimento antagonico diferido para
determinar la actividad de los probioticos contra los microorganismos antes mencionados
también en etapa planctonica y, por Gltimo, en la tercera etapa se evaluo la fase de biopelicula
de un portador de microorganismos probi6ticos intracanal. La ZDI fue medida al final de las
etapas 1y 2. Reconocieron actividad antimicrobiana con ZDI de 10mm o superior. Las UFC
fueron medidas al final de la etapa 3. En los resultados obtenidos en este estudio hubo una
marcada actividad de los microorganismos probioticos sobre los patdgenos endodénticos en
las etapas 1 y 3. Durante el uso de la técnica antagonica diferida no mostraron actividad
antimicrobiana. Concluyeron que estos hallazgos ofrecen evidencia preliminar del posible
uso de probioticos como un componente exitoso dentro del tratamiento endodontico, por 1o

que se requieren mas estudios in vitro e in vivo.

En el afio 2019 Sari y Elysia®® en la Universidad de Trisakti, realizaron un estudio para
analizar el efecto de la cepa indonesia de L. reuteri sobre el crecimiento de biopeliculas de
Enterococcus faecalis y Candida albicans. Se cultivé L. reuteri en caldo Man Rogosa Sharpe
(MRS) durante 24 horas a 37°C en condiciones anaerobicas y se prepararon placas con los
patdgenos a estudiar. Realizaron diluciones del cultivo de L. reuteri y luego las distribuyeron
en una placa de 96 pocillos junto a controles positivos y negativos. Para los controles
positivos de E. faecalis utilizaron hipoclorito de sodio (NaOCI) al 5,25% vy para los de C.
albicans, Nistatina (100.000 Ul). En el caso de los controles negativos solo fueron empleados
caldo de Infusion Cerebro Corazon. Para medir la formacion de biopelicula utilizaron tintura
de cristal violeta (0.5 w/v) donde el restante fue contado como nimero de biopelicula y
medido usando un espectrofotdmetro de microplaca. Obtuvieron como resultado una
reduccién significativa del crecimiento de biopeliculas de E. faecalis (79.2%) y C. albicans

(62.5%) después del tratamiento con L. reuteri en comparacion con los controles positivos,
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esta inhibicion fue dependiente de la dosis, que para E. faecalis fue de 108 UFC/ml y para C.
albicans 10* UFC/ml. Respecto a los controles negativos, L. reuteri tuvo capacidad
inhibitoria en todas las concentraciones. En conclusion, L. reuteri inhibe el crecimiento de la
biopelicula de E. faecalis y C. albicans, lo cual podria resultar Gtil para prevenir la formacion

de biopelicula en el canal radicular.

En el mismo afio Bohora et al.3? estudiaron la efectividad antibacteriana de los probidticos
del grupo Lactobacilli y Bifidobacterium frente a E. faecalis y C. albicans tanto en etapa
planctonica como en etapa de biopelicula. El estudio consistié en tres fases. La fase 1 tenia
la finalidad de probar la eficacia de los probidticos contra los patdgenos elegidos en estado
plancténico utilizando el método de difusion en agar, perforando pocillos circulares de 8 a
10mm en cada placa con agar y agregando 150ul de los ejemplares diluidos. La fase 2
consistio en una prueba de antagonismo diferido con la misma finalidad de la fase 1, donde,
el cultivo purificado de la cepa de patdgeno se inoculd con el crecimiento productor original.
Se midio la zona de inhibicion (ZDI) para ambas fases. Finalmente, en la fase 3 se realizo la
evaluacion de la etapa de biopelicula, mezclando 9 ml de poloxamero 407 al 30% y caldo de
MRS en un tubo de ensayo con 500 pl de cualquiera de los patégenos, junto con 500 pl de
cepas probidticas de prueba y se incubaron (37 ° C, 48 h), seguido de diluciones en serie de
la mezcla para la evaluacion de los recuentos de UFC/ml. Los controles fueron patdgenos
endododnticos en poloxamero al 30% con caldo MRS y sin probioticos. Los resultados del
estudio demostraron que, en la etapa plancténica, los probidticos mostraron actividad
inhibidora contra patdgenos endodoénticos, no asi, en la prueba de antagonismo diferido. En
la etapa de biopelicula, los tres probidticos mostraron una reduccién del crecimiento de E.
faecalis, mientras que el grupo de lactobacilos mostré una reduccién en las colonias de C.
albicans. En este estudio, los autores concluyeron que existe efecto inhibitorio de los
probioticos sobre los patdgenos endodoénticos y el poloxamero 407 funciona como vehiculo
ideal para los probioticos.

Rai et al.®® también en el 2019, evaluaron y compararon la eficacia antimicrobiana de tres
cepas probioticas diferentes (L. acidophilus, L. casei y L. rhamnosus) y NaOCI al 5,25%
frente a E. faecalis y C. albicans a las 48 horas y 1 semana. Se prepararon 5 grupos de prueba

con cada solucion. El estudio fue realizado en dos fases. Durante la fase 1 se prob0 la eficacia
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de los probidticos y el hipoclorito de sodio al 5,25% contra E. faecalis y C. albicans, para
ello se midi6 el halo de ZDI con un micrometro digital a las 48 horas y 1 semana de la
colocacion de un disco embebido en la solucién de prueba y colocado en agar con los
microorganismos de prueba. En la fase 2, se evalud el vehiculo intraconducto para los
probidticos, para ello se utilizé poloxdmero en caldo MRS frio en una concentracion de 30%.
Se realizaron diluciones que posteriormente, fueron cultivadas en agar sangre por 72 horas y
se evaluaron las UFC en todos los grupos de prueba. Los resultados reflejaron diferencias
entre las ZDI de cada grupo, el halo mas amplio de inhibicién fue encontrado en el grupo del
NaOCl al 5,25%, la menor cantidad de UFC fue encontrada en el grupo de L. casei contra C.
albicans y en el de L. rhamnosus contra E. faecalis. En conclusion, los autores sugieren con
este estudio que las cepas probiéticas usadas como candidatas son efectivas para prevenir el
crecimiento de E. faecalis y C. albicans.

Bohora y Kokate?® en el 2017, evaluaron la eficacia antibacteriana de los probiéticos contra
patdgenos endodonticos comunes, E. faecalis y C. albicans y el uso potencial de la terapia
probidtica como aditivo en procedimientos de tratamiento de endodoncia. Se seleccionaron
y evaluaron dos probidticos comerciales en funcién del nimero y la concentracion de
microorganismos, adicionalmente se eligieron C. albicans y E. faecalis como patogenos de
prueba. El estudio se llevé a cabo mediante el método de difusion en agar mediante pocillos
para evaluar la actividad antibacteriana de los probioticos seleccionados contra los patégenos
midiendo las ZDI en mm. Los resultados demostraron que los grupos probidticos mostraron
actividad inhibidora contra E. faecalis por el método de difusién de agar mediante pocillos,
mientras que no hubo efecto sobre C. albicans. En la etapa de biopelicula, ambos grupos de
prueba tuvieron un efecto antibacteriano sobre los microorganismos patdgenos. En
conclusion, este estudio sugiere que los microorganismos probidticos de las especies
Lactobacillus y Bifidobacterium son efectivos para prevenir el crecimiento de E. faecalis y
C. albicans in vitro, sin embargo, los autores sugieren que se realicen estudios adicionales ya
que los probidticos comerciales se encuentran disponibles en diferentes concentraciones y

presentaciones.

En el 2014 Seifelnasr?, evalu6 el uso potencial de la terapia probiética como coadyuvante

en la terapia endoddntica junto con su efecto sobre la reduccién o limitacion de la
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periodontitis apical. Para ello, se seleccionaron y evaluaron cinco grupos de probioticos
comerciales en funcién del nimero y la concentracion de organismos (L. acidophilus, L.
casei, L. rhamnosus y Bifidobacterium. longum eran cepas comunes en todos los cocteles
seleccionados). Se realizaron dos fases, donde, la fase 1 fue llevada a cabo mediante una
prueba de ensayo de difusion en disco para evaluar las ZDI en milimetros de los probioticos
seleccionados contra E. faecalis y C. albicans. La fase 2 fue realizada mezclando 9ml de
poloxamero 407 al 30% y caldo MRS en un tubo de ensayo con 500ml de probidtico de un
grupo y otro. Los resultados de la fase 1 indican que tres de los cocteles utilizados obtuvieron
ZDI con una media de 7,4mm, 10,05mm, 11,2 mm para C. albicans y una media de 6,7mm,
11,2mmy 12,5mm para E. faecalis, en comparacién con ninguna ZDI para el grupo control.
En la fase 2, los resultados iniciales mostraron una disminucion en los grupos 1 y 1V con
respecto al recuento de UFC/ml para C. albicans y para E. faecalis. Los grupos probidticos |
y IV en 1 semana mostraron una completa eliminacion de E. faecalis y solo estaban presentes
las colonias de probidticos. El autor concluye reconociendo que, los probioticos pueden
actuar de manera diferente segun su composicion y concentracion, este estudio sugiere que
organismos como L. acidophillus, L. rhamnosus, L. casei y B. longum son efectivos para
prevenir el crecimiento de E. faecalis y C. albicans in vitro tanto en etapa planctonica como

de biopelicula.

2.1.2.2. Efecto in vitro de probiéticos sobre E. faecalis

Jung et al.** en el 2019, investigaron la inhibicion de la biopelicula de Enterococcus faecalis
por accion del acido lipoteicoico producido a partir de lactobacilos. Para este estudio usaron
cepas de L. rhamnosus, L. casei, L. plantarum y L. acidophilus contra el patégeno de prueba
E. faecalis, in vitro sobre placas de 96 pocillos con caldo Infusion Cerebro Corazén, sobre
agar y cortes de dentina humana. Para determinar el grado de formacion de biopelicula, se
empled un ensayo de cristal violeta y tincion de bacterias vivas/muertas. La cuantificacion
del crecimiento bacteriano se determind midiendo la densidad Optica a 600nm con un
espectrofotometro. La formacion de biopelicula en cortes de dentina humana se observo bajo
un microscopio electrénico de barrido. La formacion de biopeliculas de E. faecalis se redujo

con el tratamiento con acido lipoteicoico de L. plantarum (Lp.LTA) de manera dependiente
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de la dosis y en una etapa temprana sin afectar el crecimiento bacteriano, asi como, el
derivado de las otras especies de lactobacilos. Sin embargo, el mayor efecto inhibidor fue
logrado por Lp.LTA. Los efectos inhibidores también fueron observados en los cortes de
dentina. Los autores concluyeron que el Lp.LTA inhibe la formacion de biopelicula y
mantiene el efecto inhibidor en el tiempo, esto podria resultar atil para el tratamiento de

periodontitis apical refractaria.

Noushad et al.® en el afio 2019, estudiaron la inhibicién de los lactobacilos probidticos
sobre E. faecalis y compararon su eficacia de inhibicion con la pasta tri-antibiotica y el
hidroxido de calcio. Para identificar la eficacia antibacteriana realizaron un ensayo de
difusion en agar, donde se incubaron los microorganismos y las muestras de prueba (pasta
tri-antibiotica, hidroxido de calcio y probioticos) en concentraciones variables, donde, se
registraron las ZDI. Para evaluar la inhibicién de la biopelicula utilizaron concentraciones
mas altas que la ZDI y lo realizaron a través de un ensayo de actividad metabdlica celular.
Los resultados demostraron que a la concentracion minima de 250pug/l, el probidtico mostréd
un rango inhibitorio de 6,38mm y aumento6 gradualmente a 12,88mm y 39,75ug/1 a 500ug/1
y 1000pg/1 respectivamente. La accion inhibidora del hidréxido de calcio alcanzé un maximo
de 4,75mm a 1000pg/1. El antibiotico triple mostro una ZDI de mas de 30mm en todas las
concentraciones. La viabilidad de las bacterias fue mayor que la del hidréxido de calcio en
el grupo probidtico a una concentracion de 1000ug/1, en tal sentido los autores concluyeron

que conviene investigar sobre otras cepas de probioticos.

Bohora y Kokate*! en el 2017, evaluaron la posible eficacia de los probiéticos para prevenir
el crecimiento de E. faecalis. Utilizaron dos cultivos probioticos L. plantarum y L. rhamnosus
para comprobar su actividad antimicrobiana contra E. faecalis mediante dos métodos:
método de difusion en copa de agar que fue evaluada con la medicion de la ZDI y prueba de
antagonismo diferido donde se empled la densidad dptica para determinar el efecto inhibidor.
Los resultados demostraron que los lactobacilos tuvieron un efecto inhibidor sobre el
crecimiento de E. faecalis mediante el método de difusion en agar mediante pocillos, pero

no mediante la prueba de antagonismo diferido.

En el 2014, Khan® realizé un estudio para determinar si L. reuteri mostré un efecto

inhibidor sobre el crecimiento de E. faecalis. Realizé un estudio in vitro donde cultivé dos
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cepas de L. reuteri junto con el microorganismo patégeno. Se cultivaron juntos en tres
diferentes métodos: tubos de ensayo variando las concentraciones, en viales a través de
diluciones seriadas para poder contar las colonias y en placas de Petri con el método de
difusion en agar. Se utiliz6 una técnica de superposicion de agar donde el agar liquido
mezclado con E. faecalis se vertid sobre las placas de L. reuteri PTA 5289 y DSM 17938 en
placas con agar Rogosa. Después de la incubacion anaerdbica, se observé que E. faecalis
crecia a lo largo de la placa de Petri, incluidas las areas donde crecia el probidtico. En

conclusion, los probidticos no tuvieron un efecto inhibitorio sobre E. faecalis.
2.1.3. Efecto de probidticos sobre periodontitis apical

Cosme et al.>® en su trabajo publicado en el 2020, evaluaron la relacién entre la
administracion sistémica de probi6ticos y los procesos de inflamacion/reabsorcion asociados
con la periodontitis apical en ratas de laboratorio. Se utilizaron ratas Wistar macho a las
cuales se les indujo periodontitis apical en los primeros molares mandibulares izquierdo y
derecho. Los animales se organizaron en tres grupos: control, L. rhamnosus y L. acidophilus.
Los probidticos se administraron por via oral mediante una sonda (10° UFC/5ml de agua)
durante 30 dias. Al dia 30, se extrajo sangre para analizar las concentraciones plasmaéticas de
calcio, fosforo y fosfatasa alcalina. Luego, fos animales fueron sacrificados y se extrajeron
las mandibulas para realizar una micro tomografia computarizada y un analisis
inmunoldgico-histopatolégico. No hubo diferencia significativa en los niveles de calcio y
fésforo en plasma entre los grupos. El nivel de fosfatasa alcalina fue significativamente
mayor en los grupos que consumieron probidticos y se observd un volumen
significativamente menor de reabsorcion Osea. En tal sentido concluyeron que la
suplementacion sistémica con probioticos (L. rhamnosus y L. acidophilus) tuvo un efecto
significativo en la reduccion de la inflamacion y la resorcion dsea en el desarrollo de

periodontitis apical en ratas.

2.1.4. Actividad antimicrobiana de irrigantes convencionales sobre patégenos

endodonticos.

Misuriya et al.>? en el 2014, desarrollaron una investigacion en la que buscaron comparar y
analizar el efecto de diversas soluciones de irrigacion del conducto radicular sobre ciertos

patdgenos endoddnticos in vitro. Para ello realizaron un estudio experimental, en el cual
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analizaron la zona de inhibicidn (ZDI) de los irrigantes: hipoclorito de sodio (NaOCI) al 5%,
NaOCI 3%, clorhexidina 2%, clorhexidina 0,12%, doxiciclina 0,01%, doxiciclina 0,005% y
MTAD (Mixture of Tetracycline Acid and Detergent). Se utiliz6 una placa de cultivo de agar
inoculada con cuatro patégenos endodonticos: Enterococcus faecalis (MTCC-439), Candida
albicans (MTCC-183), Fusobacterium nucleatum (ATCC-25586) y Peptostreptococcus
anaerobius (ATCC-27337). Los indculos se esparcieron sobre la placa de agar tripticasa de
soya y se posicionaron los discos de antibidticos, se incubaron en un frasco anaerdébico con
una concentraciéon aumentada de diéxido de carbono. Mediante este método se comparé la
ZDI obtenida por diferentes irrigantes contra diferentes patdgenos. MTAD mostr6 maxima
actividad antibacteriana sobre otros irrigantes. En el caso de C. albicans, el MTAD fue menos
eficaz que los otros irrigantes, sin embargo, fue mas eficaz contra E. faecalis, F. nuleatum y
P. anaerobicus. Ademas, el NaOCI al 5% y al 3% mostré una actividad antimicrobiana
significativa contra todos los microorganismos de prueba. Por tanto, es la mejor opcion para

un irrigante endodéntico primario.

Tirali et al.® en el 2013, realizaron un estudio en el cual buscaban comparar la actividad
antimicrobiana del NaOCI, el gluconato de clorhexidina (CHX) y el clorhidrato de octenidina
(OCT) en diferentes concentraciones contra patdgenos endoddnticos in vitro. Los irrigantes
de prueba fueron varias concentraciones de NaOCI (0,5%, 2,5%, y 5,25%), Clorhexidina
(CHX) (0.2%, 1% y 2%) y clorhidrato de octenidina (0,025%, 0,05% y 0,1%). Utilizaron E.
faecalis, C. albicans y una mezcla de ambos, estos fueron cultivados en agar de Infusion
Cerebro-Corazén (BHI). Se impregnaron discos de papel Whartman, previamente
esterilizados con las soluciones de prueba. Para determinar el efecto antibacteriano se
midieron las ZDI en mm. Los resultados de la investigacion demostraron que, todas las
concentraciones de clorhidrato de octenidina fueron efectivas contra C. albicans y E. faecalis.
Un 0,2% de CHX fue ineficaz en todos los microorganismos. La eficacia antibacteriana de
todas las soluciones experimentales disminuy6 en la mezcla de todas las cepas. Los autores
concluyeron que la disminucion de las concentraciones de NaOCI resultd en efecto

antimicrobiano reducido.

En el afio 2005 Dametto et al.>4, evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro del gel de

clorhexidina al 2% frente a E. faecalis, comparandolo con otros irrigantes endoddnticos
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(clorhexidina liquida al 2% e hipoclorito de sodio al 5,25%). Para este estudio se prepararon
80 raices de premolares mandibulares humanos mediante la técnica de instrumentacion en
serie, se esterilizaron en autoclave y se contaminaron durante 7 dias con monocultivos de E.
faecalis. Luego, las raices se dividieron en 5 grupos segun la sustancia irrigante utilizada
durante la preparacion biomecanica estandarizada. Para evaluar la accion antimicrobiana de
las sustancias irrigantes se tomaron 3 muestras microbianas: inicial, postratamiento, y final
(7 dias después de la preparaciéon biomecéanica). Las muestras microbioldgicas se sembraron
en placa para contar las UFC. Los resultados demostraron que, el gel de clorhexidina al 2%
y el liquido de clorhexidina al 2% redujeron significativamente las UFC de E. faecalis en las
muestras microbiologicas posteriores al tratamiento y muestras finales. El hipoclorito de
sodio al 5,25% también redujo la UFC de E. faecalis inmediatamente después de la
instrumentacién del conducto radicular, pero no pudo mantener el conducto radicular libre

de E. faecalis detectable en la muestra final.

2.2.Bases Conceptuales

La siguiente seccion abarca los conceptos basicos necesarios para comprender el desarrollo
del proyecto de investigacion. Se inicia contextualizando la periodontitis apical como
patologia asociada al problema y se concluye con el uso de los probioticos en odontologia

con énfasis en la aplicacion de estos en la terapia endoddntica.
2.2.1. Periodontitis Apical

La periodontitis apical (PA) es una inflamacion de los tejidos perirradiculares producto de
una infeccion persistente de origen bacteriano localizada en la zona del periapice que puede
ser una secuela de la necrosis y posterior infeccion de la pulpa dental'?. Esta enfermedad se
caracteriza de acuerdo a sus hallazgos clinicos, radiograficos e histolégicos®?. Puede

presentarse con o sin sintomas dependiendo de la severidad y progreso de la misma?.

De acuerdo a la American Association of Endodontists (Asociacion Americana de
Endodoncia) (AAE) se establecio una terminologia diagndstica dependiendo de la presencia
0 no de sintomas y signos radiograficos y son las siguientes:

Periodontitis apical asintomatica
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Inflamacion y destruccion del periodonto apical que es de origen pulpar, se observa un area

radiolUcida periapical y no da sintomas clinicos.

Periodontitis apical sintomatica
Inflamacion, generalmente del periodonto apical, que da sintomas clinicos como respuesta
dolorosa al morder y/o percusion o palpacion. Puede estar asociada a un area radioltcida

apical como puede no estarlo?.

2.2.2. Etiologia bacteriana de la periodontitis apical

Entre las multiples etiologias de la PA, la infeccion bacteriana es una de ellas. Las lesiones
pulpares necroticas e infectadas tienen un efecto inflamatorio y destructivo sobre el area
perirradicular, durante este proceso se presenta una interaccion dindmica entre las bacterias
patdgenas y los mecanismos de defensa del hospedero, los cuales pueden verse sobrepasados
por la cantidad y virulencia de las mismas o puede exacerbarse por otros factores como
presencia de enfermedades autoinmunes, diabetes mellitus, enfermedades virales como virus
de Epstein Barr, entre otros®1?°>%¢, |as bacterias encontradas en esta zona se encuentran
organizadas formando una biopelicula. La composicion de la misma depende de si se trata
de una PA primaria (previa al tratamiento endoddntico) o secundaria (posterior al tratamiento

endodoéntico)'?43,

La biopelicula encontrada en la PA primaria se encuentra formada por especies bacterianas
de los géneros Prevotella spp., Porphyromonas spp., Pseudoramibacter alactolyticus,
Streptococcus spp., Olsenella uli, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micra,
Tanerella forsythia y Treponema spp., las cuales pueden variar en cantidad de acuerdo a la
presencia 0 no de sintomas®. Sin embargo, cuando la PA persiste luego del tratamiento
endoddntico, se encuentran otras especies bacterianas como E. faecalis, Streptococcus spp.,
Pseudoramibacter alactolyticus, Propionibacterium spp., Filifactor alocis, Dialister spp.,
Fusobacterium spp., P. micra, Pyramidobacter piscolens y Prevotella spp. donde las

bacterias Gram positivas tienden a ser los microorganismos mas predominantes.

2.2.3. Enfermedad postratamiento endodontico (fracaso endodoéntico)
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Debido a la ambigiiedad y subjetividad de la definicidon de “éxito” o “fracaso” endodontico,
esta cualificacion depende del pronostico de cada caso e involucra un espectro muy amplio
de caracteristicas, se prefiere denominar al resultado del tratamiento como curacién o
enfermedad. Cuando la radiolucidez ha persistido sin cambios o ha surgido una nueva, se
considera una expresion de “enfermedad”, incluso cuando no hay signos y sintomas clinicos,
sin embargo, se debe tener en cuenta que, la curacién completa de un proceso periapical,
podria tardar entre 4 y 6 afios y la radiolucidez reducida combinada con la normalidad clinica

puede interpretarse como una sugerencia de “curacion” progresiva®®.

La radiolucidez periapical en dientes tratados endodonticamente es denominada
periodontitis apical'2. Sin embargo y en el caso de la enfermedad postratamiento
endoddntico, esta condicion persiste a pesar del tratamiento, ha vuelto a aparecer despues de
haber cicatrizado al principio o ha surgido durante el periodo de seguimiento, por lo tanto, se
puede caracterizar como periodontitis apical persistente, recurrente o emergente, para

diferenciarla de la periodontitis apical en dientes no tratados o periodontitis apical primaria®®.

La etiologia de laenfermedad postratamiento endodontico es variada, pero, puede resumirse
en cuatro grandes grupos: microorganismos intrarradiculares persistentes o reintroducidos,

infeccion extrarradicular, reaccion de cuerpo extrafio y quistes verdaderos®?.
2.2.4. Enfermedad postratamiento endodontico de origen bacteriano

La llegada de bacterias a la zona del periapice podria deberse a multiples causas. Una de
ellas es la obturacion insuficiente de la porcion apical del sistema de conductos radiculares o
micro filtraciones en la porcién coronal producto de una restauracion defectuosa®’, donde la
biopelicula es mas parecida a los casos de PA primarial. Otra causa est4 relacionada a
infecciones bacterianas persistentes donde la poblacion bacteriana es menos variada y a
menudo dominada por una especie en particular, se ha encontrado que E. faecalis es una de
estas®®. La aparicion de E. faecalis es cominmente asociada a dientes que se dejaron con
camara abierta para drenaje, dientes tratados en multiples visitas, restauraciones o tratamiento
endodontico con microfiltraciones!. Debido a que Enterococcus es colonizador de comidas
y puede ser encontrado en la superficie de varios quesos, algunos estudios sugieren que su

aparicion en el apice radicular puede estar relacionada a la alimentacion?.
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Otra via planteada es la presencia de una infeccion extrarradicular que pudo ser ocasionada
por extension directa de la infeccion, via sacos periodontales que se comunican con la zona
apical, por la extrusion de restos dentinarios infectados o por contaminacion con instrumentos
endodonticos infectados y sobreextendidos'>%®. Usualmente la respuesta inmune del
hospedero destruiria estos microorganismos, sin embargo, algunos de estos son capaces de
resistir a esta respuesta a través de la formacion de una matriz extracelular o una placa

protectora®®.

Estos factores sumados a la virulencia y cantidad de las bacterias presentes y adicionalmente
a la respuesta inmune del hospedero que en algunos casos resulta en inflamacion del tejido,
activacion de mediadores de la inmunidad y activacion de los osteoclastos, constituyen el

cuadro de periodontitis apical secundaria®?.
2.2.5. Prevalencia de periodontitis apical primaria

Los casos de PA varian segun el sexo, la edad, entre otros factores. En la poblacion adulta,
Jakovljevic et al.*, en el 2020, encontraron que, de 200.041 dientes examinados un 3,5%
tenian PA y que las pacientes femeninas eran menos propensas a esta condicion, en

comparacion con los pacientes masculinos.

También es importante destacar que la prevalencia de PA varia entre paises debido a una
gran cantidad de factores'?. En China segun Liu et al.®%, en el 2021, la prevalencia de esta
condicion era de 7,79% , en Estonia 54,7% en el 2018° encontrando que es mas comun en
molares inferiores, asi como en Irak se encontr6 una prevalencia de 40,1% 1° siendo mas

frecuente en dientes superiores.
2.2.6. Aplicacién de probioticos en odontologia

El uso actual de los probidticos en el campo de la odontologia es variado, este apartado se
contextualiza sobre los términos empleados, el mecanismo de accion, los efectos sobre el

hospedero, bacterias cominmente usadas y posible uso en la terapia endoddntica.
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2.2.6.1. Probioticos y bacterioterapia

El término probioticos fue acufiado por primera vez en la década de 1960. Segun el informe
de la Organizacién Mundial de la Salud y la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion, los probidticos son “microorganismos vivos que cuando se
administran en cantidades adecuadas confieren un beneficio para la salud del hospedero™.
Desde este punto de vista surge el concepto de bacterioterapia, término utilizado cuando se
implanta una cepa inofensiva en la microbiota del hospedero para mantener o restaurar el
microbioma natural a través de la interferencia y/o inhibicion de otros microorganismos,

especialmente patégenos?..

La bacterioterapia proporciona formas alternativas de luchar contra las enfermedades
infecciosas, con menos efectos secundarios que los medicamentos convencionales y también
ayuda a tratar trastornos que parecen no tener conexién con las bacterias, como el asma, la
obesidad y la diabetes. En los ultimos afios el uso de probioticos ha generado interés en la
comunidad odontoldgica con el desarrollo de estudios enfocados a reducir la incidencia de
caries, mejorar el prondstico de la periodontitis, eliminar halitosis e infecciones como la

candidiasis bucal?L.
2.2.6.2. Mecanismo de accion de los probiéticos

Se han propuesto varios mecanismos para el efecto beneficioso de los probidticos. Estos

efectos incluyen:

Prevencién de la adhesion de patdgenos a los tejidos del hospedero.
Estimulacion y modulacion del sistema inmunoldgico de las mucosas.

Modulacion de la proliferacion celular y la apoptosis.

A wnp e

Mejora de la integridad de la barrera intestinal y regulacién positiva de la

produccion de mucina.

5. Eliminacién o inhibicion del crecimiento de patégenos mediante la produccién
de bacteriocinas u otros productos.

6. Desplazamiento de los microorganismos patdgenos por competencia directa de

nutrientes y sitios de adhesion a los enterocitos.
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7. Inhibicion de la formacion de biopeliculas de patogenos.

8.  Induccion de proteinas citoprotectoras.

9.  Reduccion de la inflamacion.

10. Estimulacion del sistema inmunoldgico del hospedero.

11. Eliminacién de patdégenos mediante la produccion de bacteriocinas y

acidos/peroxidos junto con la alteracion de pH del medio local?.
Para una mayor comprension de los efectos, estos se clasifican en cuatro grandes lineas:

1. La produccion de antimicrobianos (bacteriocinas) o &cidos que pueden inhibir la
proliferacion de patogenos.

2. Competencia por los sitios de adhesion celular (inhibicion competitiva o terapia
de reemplazo) con patdgenos y / o coagregacion a la biopelicula.

3. Modulacion de funciones inmunes locales y sistémicas.

4. Degradacion de toxinas?!.

Los efectos de los probioticos son especificos de especies y cepas. La dosis optima para las
enfermedades bucales aun no se ha explorado, ya que las dosis se han adaptado a los
estandares para el tracto gastrointestinal y para la atencion de la salud pediatrica. Sin
embargo, se sabe que hay entre 75 y 100 especies bacterianas en la cavidad bucal y que
diferentes personas tienen diferentes combinaciones de especies probidticas. En otras
palabras, no existe una solucién unica para todos, por lo que es posible que se necesite una
mezcla de cepas probioticas en lugar de una sola cepa como bacterioterapia oral, comparable

al uso de antibidticos de amplio espectro?..
2.2.6.3. Cepas de probidticos utilizados en cavidad bucal

Las especies de bacterias probidticas méas estudiadas pertenecen a los géneros Lactobacillus
y Bifidobacterium. Los lactobacilos se consideran un componente normal de la biopelicula
bucal y representan aproximadamente el 1%. Las bifidobacterias se producen sélo en
pequefias cantidades en la biopelicula bucal. La atencién particular en estas especies radica
en su amplio uso en la industria lactea y los pocos casos asociados a infecciones humanas.

De hecho, estas bacterias tienen una relacién simbidtica con los seres humanos. Estan
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presentes en la membrana mucosa de las células epiteliales intestinales, inhibiendo el
crecimiento y la adhesion de bacterias patdgenas a través de la produccion de bacteriocinas,

actuando como un recubrimiento que protege los tejidos?.

Desde la perspectiva odontoldgica, Lactobacillus y Bifidobacterium son aciddgenos y
aciduaricos, por lo que se consideran cariogénicos y un riesgo para la salud dental. Sin
embargo, la capacidad amortiguadora de los productos lacteos que contienen estas bacterias
contrarresta su acidez. Ademas, se ha demostrado que las especies de Lactobacillus son
mediadores tardios en la progresion de las lesiones cariosas debido a sus malas propiedades
de adhesion. Por tanto, no aumentan la incidencia de nuevas lesiones, aungue se sabe poco
sobre el efecto que podrian tener sobre las lesiones preexistentes. Sin embargo, no todas las

cepas de Lactobacillus o Bifidobacterium son probidticas?.

Las primeras especies probioticas en ser introducidas en la investigacion odontolégica
fueron L. acidophilus en 1984 y Bifidibacterium bifidum en 1991. Se ha demostrado que L.
rhamnosus GG, ATCC 53103 reduce el riesgo de caries al producir una sustancia inhibidora
del crecimiento contra Streptococcus sobrinus. Las cepas de Streptococccus salivarius son
excelentes candidatas para un probiotico aplicado en cavidad bucal, ya que se encuentran
entre los miembros mas numéricamente predominantes de la microbiota de la lengua de
individuos sanos y son colonizadores tempranos de las superficies bucales. Otras cepas de
probidticos en la cavidad bucal incluyen: L. acidophilus, L. casei cepa Shirota,
Lacticaseibacillus paracasei, L. casei, L. johnsonii, L. reuteri, propionibacterium, Weissella

cibaria?.

Los estudios experimentales y los ensayos clinicos mostraron avances en multiples campos

de la odontologia, tales como:

Control de caries: En la saliva, se ha demostrado que los microorganismos asociados a la
caries, como Streptococcus mutans, se reducen en nimero después del consumo de productos

que contienen los probidticos Lactobacillus y Bifidobacterium.

Enfermedad periodontal: los estudios iniciales sugirieron que el uso de probiéticos podria

mejorar la salud bucal al disminuir la inflamacion periodontal. Estudios posteriores que
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evaluaron a pacientes con diversas formas de enfermedad periodontal, como gingivitis y
periodontitis, mostraron una recuperacion significativa después del tratamiento con un
cultivo de la cepa L. acidophilus en la mayoria de los pacientes. Otro estudio evalud cepas
probidticas, incluidas L. reuteri, L. brevis y L. casei, que revelaron una mejora en la salud
gingival, por la disminucion del sangrado de las encias. Otros estudios evaluaron cepas
probidticas de L. reuteri, L. brevis y L. salivarius contra marcadores inflamatorios en los que
L. reuteri mostrd niveles reducidos de citocinas proinflamatorias en el liquido crevicular
gingival y el uso de L. brevis y L. salivarius disminuy0 la actividad de la metaloproteinasa

de la matriz junto con otros marcadores inflamatorios en la saliva.

Candidiasis bucal: Estudios preliminares investigaron las bacterias probidticas L.
acidophilus y L. fermentum en las cavidades bucales, lo que resultd en una réapida
disminucion de C. albicans después de la ingesta de probidticos. Un mayor consumo dio
lugar a un numero casi indetectable de hongos en boca. Otro estudio evalué L. rhamnosus y
Propionibacterium freudenreichii, P. shermanii para conocer el efecto sobre la infeccion
bucal por Candida en humanos, en lo que resultd en la disminucién de recuentos altos de

levaduras bucales.

Halitosis: algunos estudios clinicos han encontrado cepas probioticas eficaces para el
tratamiento de la halitosis oral o intestinal asociada. Las cepas estudiadas incluyeron aislados

de Lactobacillus, E. coli Nissle, S. salivarius y Weissella?®.
2.2.6.4. Uso potencial de probidticos en la terapia endoddntica

En endodoncia, se ha sostenido durante mucho tiempo que hay tres principios basicos que
deben seguirse para lograr el éxito. Esto se conoce como la triada endodontica la cual llevada
a cabo de manera adecuada y secuencial permite garantizar el éxito clinico, radiogréfico y
recuperacion de la funcionalidad de la pieza dental. Estos tres principios son desbridamiento
completo del sistema de conductos radiculares, esterilizacion del sistema de conductos
radiculares y obturacion completa del sistema de conductos radiculares?®. EI método
tradicional de tratamiento ha sido eliminar las bacterias presentes en el sistema de conductos
radiculares a través de procedimientos quimicomecanicos. Cuando la terapia de conducto

radicular falla, casi siempre es debido a la presencia de microorganismos. E. faecalis y C.
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albicans se encuentran particularmente de manera constante en la enfermedad endoddntica

posterior al tratamiento®,

En este contexto, es importante acotar que los trabajo acerca de probidticos y su efecto
terapéutico en el tratamiento de la enfermedad endodontica son escasos. Por tal motivo, ain
permanece la interrogante referente a la eliminacion de los microorganismos de un sistema
de conductos radiculares infectado?®?. En casos refractarios de PA en los que patégenos
como E. faecalis y C. albicans estan implicadas y en ocasiones son dificiles de tratar, los
probioticos pueden desempefiar un papel contra estas bacterias. Los lactobacilos pueden
producir diferentes componentes antimicrobianos, incluidos acidos organicos, peréxido de
hidrogeno, sustancias antimicrobianas de bajo peso molecular, bacteriocinas e inhibidores de
la adhesion, y han ganado relevancia como probidticos. Se conoce, que los medicamentos
intraconducto tienen un efecto bactericida muy limitado en los espacios intrarradiculares, y
el uso de probioticos entre visitas puede mejorar este proceso de eliminacion bacteriana. La
incorporacion de la bioterapia puede desempefiar un papel crucial en el éxito de la

apexogénesis y la apexificacion?.
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CAPITULO I11
MARCO METODOLOGICO

A continuacion, se describen los topicos relacionados con la metodologia, que permitieron
alcanzar los objetivos propuestos, tales como, enfoque, alcance y disefio de investigacion.
Adicionalmente, se mencionan los especimenes de estudio, las variables, técnica e
instrumentos de recoleccion de datos, materiales, procedimiento y método de analisis de los

resultados.

3.1. Enfoque, alcance y disefio de la investigacion

Tomando en consideracion los criterios de Hernandez et al.5! esta investigacion tuvo un
enfoque cuantitativo, ya que se midieron los halos de inhibicion generados alrededor de los
pozos por los probidticos y sus metabolitos, los cuales fueron comparados con los halos

obtenidos por el gold standard (Gluconato de clorhexidina al 2%).

Asi mismo, este estudio contd con un alcance explicativo®?, pues se determind el efecto que
tienen los probidticos y sus metabolitos sobre bacterias asociadas a la PAP, a través de la
comparacion con el gold standard, tomando en cuenta una serie de variables que explicaron

la relacion con dicho efecto.

Respecto al disefio de la investigacion, esta fue experimental de tipo posprueba y control, se
realizé una medicién sobre una variable y un control®®. En este experimento se conformaron
dos ambientes de estudio (bacterias microaerofilas y bacterias anaerdbicas) donde se
midieron las zonas de inhibicion de los probidticos y sus metabolitos junto a un grupo control
(Gluconato de Clorhexidina al 2% y solucion fisioldgica), en los cuales se determind el efecto

a las 24 horas de incubacion.
3.2. Muestra Biologica

Segun la literatura, la poblacién de microorganismos asociados a PAP incluyen bacterias
Gram positivas y Gram negativas, aerdbicas, microaerofilas, aerobicas facultativas y
anaerdbicas estrictas, siendo mas prevalentes las bacterias anaerdbicas. Entre los géneros
causantes de PAP se encuentran Atopobium, Capnocytophaga, Parvimonas, Filifactor,
Pseudoramibacter,  Olsenella,  Actinomyces, Peptostreptococcus,  Streptococcus,
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Propionibacterium, Eubacterium, Fusobacterium, Cutibacterium, Solobacterium, Dialister,
Porphyromonas, Prevotella, Tannerella, Treponema, Campylobacter, y Veillonella,
especificamente las especies de Olsenella uli, P. alactolyticus, P. endodontalis, F. nucleatum,
P. micra, T. forsythia y especies de Candida’3>!2435962 | a muestra estuvo conformada por
las bacterias que se lograron aislar, cultivar e identificar de la recoleccion del material

bioldgico de cuatro pacientes.

3.3. Sistema de Variables
3.3.1. Fasel
Variables independientes
Grupo experimental
e Cepas probidticas de Lacticaseibacillus rhamnosus en concentracion de 1,5x108
UFC/ml y metabolitos.
e Cepas probidticas de Lactiplantibacillus plantarum en concentracion de 1,5x108
UFC/ml y metabolitos.
o Cepa probidtica de Lacticaseibacillus paracasei en concentracion de 1,5x108
UFC/ml y metabolitos
e Mezcla X3 conformada por una cepa de L. rhamnosus, una cepa de L. plantarum
y una cepa de L. paracasei
e Mezcla X5 conformada por dos cepas de L. rhamnosus, dos cepas de L.

plantarum y una cepa de L. paracasei.
Grupo control
Control positivo
e Gluconato de clorhexidina al 2%
Control negativo

e Solucion fisiologica al 0,9%

Variable dependiente

e Presencia de actividad antimicrobiana contra las bacterias en estudio.
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Indicadores
SiyNo

En esta fase se respondid si hay o no presencia de actividad antimicrobiana por parte de las

cepas probidticas y sus metabolitos sobre las bacterias identificadas.
3.3.2. Fasell.
Variables independientes

Grupo experimental

e Cepas probidticas de L. rhamnosus en concentracion de 1,5x108 UFC/ml y sus
metabolitos.

e Cepas probidticas de L. plantarum en concentracion de 1,5x108 UFC/ml y sus

metabolitos.

e Cepa probidtica de L. paracesei en concentracion de 1,5x108 UFC/ml y sus

metabolitos.

e Mezcla X3 conformada por una cepa de L. rhamnosus, una cepa de L. plantarum y

una cepa de L. paracasei

e Mezcla X5 conformada por dos cepas de L. rhamnosus, dos cepas de L. plantarum y

una cepa de L. paracasei
Grupo control
Control positivo
e Gluconato de clorhexidina al 2%
Control negativo

e Solucion fisiologica al 0,9%
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Variable dependiente

Colonias bacterianas identificadas: se midieron los halos inhibitorios segun la escala de

Duraffourd y se clasificaron segun los siguientes indicadores:

¢ Nula (-) si fue inferior o igual a 8mm
e Sensible (Sensible=+) de 9 a 14mm
e Muy sensible (muy sensible =++) de 15 a 19mm

e Sumamente sensible (S.S.=+++) si fue igual o superior 20mm.

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se utiliz6 como técnica de recoleccion de datos la observacion directa®® para determinar la
presencia o ausencia de crecimiento bacteriano, junto a la existencia o no de halos inhibitorios
en las cepas bacterianas, asi como la observacion técnicamente asistida®® para medir el
didametro de los halos inhibitorios en las cepas bacterianas utilizando un vernier como

instrumento de medicién.

El instrumento que permitio recolectar los datos microbioldgicos obtenidos en el
experimento fue una ficha de registro elaborada por Cedillo y Fernandez®, con
modificaciones en el item 1 en el apartado de bacterias donde se remplazaron las bacterias
alli nombradas por las bacterias aisladas, posteriormente en la seccién de tratamiento se
modificd con las cepas probiodticas a utilizar, los metabolitos, el control positivo (Gluconato

de clorhexidina al 2%) y el control negativo (solucion fisiologica al 0,9%).

Respecto al Item 3 del instrumento ya mencionado®?, se modifico la seccion de bacterias con
las bacterias aisladas, posteriormente en el apartado de tratamiento, se incluyeron los
metabolitos usados en la fase anterior. En cuanto a la medida del halo inhibitorio, se modificd

para registrar mediciones a las 24h (Anexo A).
3.5. Procedimiento, materiales e instrumentos

Los materiales, instrumentos y equipos utilizados para el desarrollo del experimento se

resumen en la Tabla 3.1
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3.5.1. Materiales

Tabla 3.1 Materiales, instrumentos y equipos utilizados para el desarrollo del
experimento

Material bioldgico

Cepas de L. rhamnosus con un concentrado | Cepas de L. plantarum con un concentrado celular
celular de 1,5x108 UFC/ml de 1,5 x108 UFC/ml.
Cepa de L. paracasei con un concentrado Aislados bacterianos obtenidos de las muestras
celular de 1,5 x108 UFC/ml bioldgicas de pacientes con PAP
Medios de cultivo
Agar Sangre | Caldo tioglicolato
Kit de identificacion
Galerias API 202 Biomeriux-France | Kit de coloracion de Gram
Material de vidrio
Tubos de ensayos con tapa Cilindro graduado 100ml Pipetas Graduadas 20 ml, 10 ml
de rosca
Placas de Petri Pipetas Pasteur Varillas
Frascos con tapa de rosca Laminas de portaobjeto
diferentes capacidades
Miscelaneos
Guantes Tapabocas Mechero | Agua destilada
Pinzas algodoneras Asa de platino de punta | VVastago homogeneizador con hélice
y calibrada
Cilindros de acero Glicerol Espétulas | Goteros
Filtros milipore 20 um | Conos de papel estériles | Nefelémetro de Mc Farland 0,5Mc
#20, #25, #30 (equivalente a 1,5 x108 bacterias /ml)
Jeringas desechables Torundas de algodén Gasas estériles | Aceite de Inmersion
5cc estériles
Gradillas Puntas para micropipetas | Palillos de madera | Marcadores
Medicamentos y Soluciones Quimicas
Solucion de Gluconato | Peroxido de Solucion fisioldgica | Alcohol Isopropilico 70%
de Clorhexidina al 2% Hidrogeno al 3% 0,9%
Equipos
Autoclave Campana de flujo laminar Centrifuga
Incubadora Camara de anaerobiosis Regla flexible / Vernier
Crondmetro y reloj Refrigerador Microondas
Balanza electronica Micropipetas Propipetas
Microscopio Optico Negatoscopio

Medios de Registro

Ficha de recoleccion de datos en formato digital (Anexo A).

35




3.5.2. Procedimientos

Para mejor comprension de los procedimientos realizados se dividid esta seccion en tres

fases: una fase preliminar de recoleccion de muestras biologicas y dos fases experimentales.
Fase preliminar
Recoleccion de muestras bioldgicas.

Se seleccionaron pacientes que acudieron a la Clinica Dental privada El Quijote, del centro
Profesional El Quijote, Mérida Venezuela y que fueron diagnosticados con PAP clinica y
radiograficamente. Con la finalidad de evitar la contaminacion de fluidos y otros agentes que
pueden encontrarse en el medio bucal se aplicd el siguiente protocolo al momento de

recolectar las muestras endodénticas:

- Enjuague bucal con gluconato de clorhexidina al 0,12% durante 30 segundos.

- Aislamiento absoluto del campo operatorio.

- Apertura cameral.

- Debridacion y limpieza del conducto de forma manual hasta 2mm antes del apice
radicular.

- Conductometria de los conductos involucrados.

- A partir de este momento se evitd el uso de eyectores y alta succion, en cambio
se utilizé hidrogel o torundas de algodon estériles.

- Limpieza cuidadosa del conducto radicular con lima.

- Colocacion dentro del canal radicular una (1) o dos (2) gotas de NaCl al 0,9%
para obtener la mayor cantidad de muestra.

- Introduccioén de un cono de papel #20, #25 o #30 calibrado, durante 10 segundos
para recolectar la muestra del &pice radicular, y repetir este paso utilizando un
segundo cono de papel.

- La muestra obtenida fue colocada en medio tioglicolato y trasladada a

temperatura ambiente hasta el laboratorio*646,

Una vez en el laboratorio, la muestra se incub6 a 37°C por 72 horas, para promover el

crecimiento bacteriano.
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Fase I: Aislamiento e identificacion de bacterias en muestras de PAP.

El cultivo fue homogenizado por 10 segundos empleando un vastago homogeneizador con
hélice, se inoculd una alicuota de 5 pl en agar Sangre, utilizando la técnica de agotamiento
en 4 cuadrantes y se incubd por 7 dias a 37°C en cAmara de anaerobiosis como se aprecia en
la Figura 3.1.

Concluido el tiempo de incubacion, se seleccionaron aleatoriamente las colonias
caracteristicas con ayuda de los palillos de madera y se realiz6 la identificacion morfotintorial
empleando la tincion de Gram y un microscopio optico, asi como la prueba de catalasa; los
hallazgos observados se registraron en el instrumento disefiado para tal fin. Las colonias
identificadas fueron subcultivadas en caldo tioglicolato, haciendo uso de conos de papel
estériles e incubadas a 37°C por 72 horas. La identificacion se realiz6 empleando el sistema
miniaturizado de identificacion bioquimica Galerias API (Analitic Profile Index), siguiendo

las instrucciones de la casa comercial Biomeriux-France.

Figura 3.1. Placas de agar sangre en camara de anaerobiosis

Fase 11: Pruebas de actividad antibacteriana.

Preparacion de los probidticos y sus metabolitos.

Las cepas probioticas en estudio, fueron cultivadas en caldo MRS a 35°C durante 18 horas,
el cultivo obtenido fue centrifugado a 8000 rpm durante 20 minutos, para luego separar el
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sobrenadante (metabolitos) del concentrado celular (probidticos). Los sobrenadantes se
filtraron con filtros de jeringa millipore de 0,20 micras, el filtrado fue recolectado en tubos
estériles identificados para cada cepa probiotica y el concentrado celular fue ajustado a una
concentracion equivalente a 0,5 McFarland equivalente a 1,5 x 108 bacterias/ml utilizando

solucion salina fisiologica esteril.

Preparacién de los indculos de los aislados bacterianos de PAP.

A partir de los cultivos de PAP identificados, se obtuvo una alicuota del fondo de los tubos
de ensayo y se resuspendié en 2 ml de solucion salina fisioldgica estéril contenida en tubos
de ensayo con tapa de rosca, debidamente rotulados, hasta alcanzar una turbidez similar al
patron 0,5 de McFarland equivalente a 1,5 x 108 bacterias/ml.

Evaluacion preliminar del efecto inhibidor de los probidticos y sus metabolitos sobre
los aislados de PAP

Para esta prueba, se inocularon tubos de agar sangre, con 100ul de los concentrados
celulares y los sobrenadantes de las cepas probidticas en estudio L. rhamnosus (Lr), L.
rhamnosus (71), L. paracassei (75), L. plantarum (174) y L. plantarum (8014) asi como de
las mezclas de sobrenadantes X3 conformada por 3 cepas 71,174 y 75, y X5 conformada por
Lr, 71, 75, 174 y 8014, se vertieron en placas estériles y se permitié su solidificacion. Sobre
la superficie del agar, se colocaron 9 pl de la suspension bacteriana de cultivos de PAP, se
dejo reposar por 1 hora con la finalidad de permitir la absorcion del in6culo y posteriormente
se incubaron en un ambiente de microaerobiosis a 37°C por 48 horas. La ausencia de
crecimiento de los cultivos de PAP sobre el agar sangre suplementado con concentrado
celular o sobrenadante, indico la posible presencia de un efecto antibacteriano, los resultados
observados fueron registrados en el instrumento de recoleccion de datos (Anexo A, item 1).

Evaluacion cuantitativa del efecto inhibidor de los probidticos y sus metabolitos sobre
los aislados de PAP.

Esta prueba se realiz6 utilizando la técnica de difusion en pozos estandarizada por Serrano®®,
Se colocaron cilindros de acero de 6mm de didmetro en placas de Petri estériles en forma

radial y uno central (Figura 3.2). Posteriormente se inocularon tubos de agar sangre de 12 ml
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con 100 pl de la suspensién bacteriana de cultivos de PAP y se vertieron en las placas, se
permitio su solidificacion y por ultimo se removieron los cilindros de acero para obtener los
pozos. Se dispensaron en 30 pl de los concentrados celulares y los sobrenadantes de las cepas
probidticas en estudio, solucion fisioldgica, gluconato de clorhexidina al 2%, en su pozo
correspondiente y se dejo reposar 1 hora para permitir la difusion de las muestras de prueba.
Las placas fueron incubadas en condiciones de microaerobiosis a 37°C por 24 horas,
seguidamente se midieron los didmetros de los halos inhibitorios empleando un vernier y un
negatoscopio. Estos resultados fueron registrados en una ficha digital (Anexo A, item 2).

Todas las pruebas se realizaron por duplicado.

Figura 3.2. Distribucién de los sobrenadantes en los pozos

3.6. Principios Bioéticos

Segun la Declaracion de Helsinki®’, en el curso de una investigacion médica, es deber del
investigador proteger la vida, la integridad, el derecho a la autodeterminacién, la intimidad y
la confidencialidad de la informacion personal de los participantes de la misma, es por ello,
que los individuos que formaron parte de esta investigacion no sélo fueron aquellos que
cumplieron con presentar la patologia apical, sino también, aquellos que asi lo decidieron y
manifestaron su voluntariedad a través del consentimiento informado enmarcado dentro de
los principios de esta declaracion (Apéndice A) el cual fue otorgado, leido y explicado
previamente a la toma de la muestra correspondiente a la fase preliminar del estudio. Este

formato de consentimiento informado contiene los objetivos de la investigacién y explico
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que el procedimiento realizado no supondria ningun tipo de intervencion y es un

procedimiento de rutina para realizar el diagndstico microbioldgico.

El protocolo realizado, respetd los datos que se obtuvieron de manera tal que resulten
confiables y replicables, respetando la integridad de los mismos sin que exista ningun tipo de

alteracion a conveniencia de los investigadores y genere conflictos de interés en el proceso.
3.7. Plan de andlisis de los resultados

En funcion al procedimiento desarrollado, el plan de analisis de los resultados fue

estructurado en dos fases:
Fase |

Se realiz6 un andlisis descriptivo, el cual estd compuesto por la frecuencia de los indicadores
Si 'y No, indicando cudles probidticos y sus metabolitos mostraron actividad antibacteriana y
cuales no, esto se tomo en cuenta para cada aislado bacteriano. Adicionalmente se aplic6 un
test alfa de Cronbach para verificar la consistencia interna de la prueba, asi como, una prueba
de correlacion de Pearson para determinar la relacion del desempefio similar de las cepas

probiéticas.
Fase Il

En esta fase, de igual manera, se aplicd un analisis estadistico descriptivo para mostrar la
frecuencia de los didmetros medidos por los halos y los indicadores de la escala de
Duraffourd que presentaron cultivos de PAP y sus duplicados en las diferentes placas de agar.
La representacion de los datos en esta fase se realiz6 a través de tablas de frecuencia. Para la
inferencia de datos se aplicd una prueba de y? para determinar el comportamiento similar del
didmetro de los halos ante las diferentes bacterias aisladas, el resultado se considero
estadisticamente significativo a partir de un valor de p<0,05. Para el procesamiento de los

datos se empled el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 26
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CAPITULO IV
RESULTADOS

En este apartado se describen los resultados obtenidos de la investigacion, organizados de
acuerdo a las 3 fases definidas en la metodologia. Fase preliminar que contiene los resultados
de la toma de muestra, en la Fase | se detallan los resultados obtenidos del proceso de
aislamiento e identificacion de las bacterias asociadas a PAP y la Fase Il que detalla los

resultados de las pruebas de actividad antimicrobiana.

4.1 Fase Preliminar: Recoleccion de muestras bioldgicas

Se recolectaron muestras biologicas de cuatro pacientes con diagndstico de PAP, tres de ellos
con sintomatologia asociada y el paciente restante cursaba con la patologia de forma
asintomatica. El diagnostico de los pacientes fue confirmado por un especialista tomando en

cuenta la radiografia inicial, como se detalla en la Figura 4.1.

Figura 4.1. Radiografias periapicales de pacientes diagnosticados con PAP
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4.2 Fase |: Aislamiento e identificacion de bacterias en muestras de PAP

Transcurridos los 7 dias, se procedié a la identificacion microscépica de 18 colonias
seleccionadas al azar, donde fue posible constatar que las mismas no se encontraban
suficientemente puras (Figura 4.2), por lo que fue necesario realizar un segundo proceso de
cultivo y siembra, hasta obtener colonias puras.
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Figura 4.2. Microscopia de bacilos Gram- dispersos.

Una vez purificadas, se realizé la identificacion de las caracteristicas macroscopicas como
color, textura y bordes (Figura 4.3), asi como las caracteristicas de crecimiento en caldo
tioglicolato (Figura 4.4) y se procedio al andlisis microscépico tomando en cuenta
morfologia, agrupacion y tincion de Gram, de los cuales 10 sélo resultaron viables A2, A3,
A5, A6, A8, B2, B5, B6, B8 Y B9 (Figura 4.5). Adicionalmente, se realizé la prueba de

catalasa, cuyo resultado fue negativo para todas, estos resultados se resumen en la Tabla 4.1.
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Figura 4.3. Aspecto macroscépico de colonias incubadas en anaerobiosis
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Figura 4.4. Crecimiento de microorganismos en tubos de caldo de tioglicolato
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Figura 4.5. Caracteristicas morfotintoriales de las colonias seleccionadas
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Tabla 4.1. Caracteristicas microscopicas, macroscopicas, morfotintoriales y bioquimicas de las colonias halladas
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g
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5| g AEELE: . . E g |
o T L = o Q [} - - (<3} @ = Q
508 - < o s Eo | =) 2 £ £ 3 £
=0 o | o= Kz 5} 592 | ® Is) S S © o )
=< | 2|0 a 2 | Lo |O O oa} L |— p= T
Al c |P C_adenas cortas y AE No N | Gris Definidos Redonda Pequefia Inmavil Y
dispersos elevada
c |P AE .. . L
A2 No N | Transparente Definidos Irregular Mediana Inmovil B
B |N |Cadenas
C |P |Pares
A3 AF |No N | Transparente Muy pequefia Inmovil
B [N |Cadenas P yPpeq b
B [P
Ad B |N AF | No N | Transparente Redonda Pequefia Inmovil Y
c |P
B N
A5 s |p Cadenas cortas AE |No N | Grisacea opaca Definidos Redonda Inmovil Y
dispersos
B |P |Cortos . -
A6 AT |No N |Blanca Difusos Redonda Inmavil Y
B [P |Largos
B |P [Cortos AF . o
A7 N | Transparente Redonda Pequena Inmovil Y
B |P Largos
A8 C |P |Cadenas AF |Si N | Transparente Definidos | Redonda Inmévil  |B
B [P |Largos . L
A9 - N | Oscuro Difusos Redonda Inmavil Y
c |P Dispersos
Al0 C |P |Paresy dispersos Transparente Pequefia Inmavil B

C: Cocos, B: Bacilos, P: Positivo, N: Negativo, AF: Anaerobico Facultativo, AE: Anaerobico Estricto, AT: Aerotolerante
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Tabla 4.1. Caracteristicas microscopicas, macroscépicas, morfotintoriales y bioguimicas de las colonias halladas (continuacién)
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B |P Rectos Plana
. Perfora
B4 B [P Dispersos N | Transparente Redonda El Agar r
B5 c |P Cadenas Cortas |AF | No N | Transparente Difusos Irregular Inmévil |B
Cc |P Pares .
B6 AF | Si N — — -
B |P Grisacea Definidos Redonda Inmovil |T
B7 c |P N | Transparente Inmévil |T
B8 B |P Cadenas Cortas |AF |Si N |Ocre Irregulares Redonda Pequefia |Inmévil |T
B9 c |P Cadenas Largas |AF |No N |Blanca Difusos Irregular Inmévil |T

C: Cocos, B: Bacilos, P: Positivo, N: Negativo, AF: Anaerobico Facultativo, AE: Anaerobico Estricto, AT: Aerotolerante
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Para las pruebas de identificacion bioquimica se seleccionaron 7 aislados, a saber: A2, A8,
B2, B5, B6, B8 Y B9, los resultados obtenidos de la identificacion de las Galerias API se

resumen en la Tabla 4.2. Ya identificados los géneros bacterianos y las posibles especies las

caracteristicas de los aislados tomados en cuenta para esta investigacion se resumen en la

Tabla 4.3.

Tabla 4.2. Identificacién Bioquimica de los Aislados Bacterianos de PAP

Cddigo

Identificacion Bacteriana

%

A2

A8

B2

BS

B6

B8

B9

Serratia sp.

Enterococcus moraviensis o
Enterococcus faecalis
Lactiplantibacillus pentosus
Enterococcus innesii

Serratia sp.

Klebsiella sp.

Enterococcus moraviensis

83%

85%

86%

81%

86%

84%

83%

Entre los hallazgos encontrados se observd una colonia blanquecina, de bordes definidos,

irregular, elevada p-hemolitica, como se aprecia en la Figura 4.6, se realizo tincion de Gram

y al andlisis microscopico se observo bacilos Gram negativos pequefios agrupados en clister

muy densos (Figura 4.7). Tomando en cuenta estas caracteristicas, fue posible notar un alto

grado de similitud con una cepa de Aggregatibacter actinomycetencomitans.
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Tabla 4.3. Caracteristicas microbioldgicas de las muestras seleccionadas
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A2 B N | Cadenas AE | No N | Transparente | Definidos Irregular Mediana Inmoévil | B | Serratia sp.
P. intermedia, P. nigrescens, F.
No No Muy L nucleatum, A.
A3 B N | Cadenas AF 1 No N | Transparente identificables | identificable | pequefia Inmovil | actinomycetemcomitans, T. forsythia,
P. gingivalis, Capnocytophaga sp
Cadenas Grisacea Actinomyces naeslundii, A. israelii
A5 B | P |cortas AE | No N Definidos Redonda No Inmévil |y yces A '
di opaca identificable A. odontolyticus, A. viscosus
iSpersos
E. corrodens, Capnocytophaga spp.,
A6 B N Empalizada | AT No N Blanca Difusos Redonda Ezmiﬁcable Inmévil | y | A. actinomycetemcomitans,
Leptotrichia spp.
A8 C P Cadenas AF | Si N | Transparente | Definidos Redonda No Inmévil | B Enterococcus morav.lenSIS °
identificable Enterococcus faecalis
B2 B P CC;(:::as AE | No N | Blanca Definidos Redonda mmiﬁcable Inmévil |y | Lactiplantibacillus pentosus
Cadenas . No L . ..
B5 C P cortas AF | No N | Transparente | Difusos Irregular dentificable Inmoévil | B | Enterococcus innesii
B6 B N | Empalizada | AF | Si N | Grisicea Definidos Redonda mmiﬁ cable | INmovil |y | Serratia sp.
B8 B N CC(;(:ZQaS AF | Si N | Ocre Irregulares Redonda Pequefia Inmévil |y | Klebsiella sp.
Cadenas . No L L
B9 C P largas AF | No N | Blanca Difusos Irregular identificable Inmévil |y | Enterococcus moraviensis

C: Cocos, B: Bacilos, P: Positivo, N: Negativo, AF: Anaerébico Facultativo, AE: Anaerobico Estricto, AT: Aerotolerante

49




Figura 4.7. Aspecto microscopico de colonia - hemolitica hallada
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4.3 Fase I1: Pruebas de actividad antibacteriana

Evaluacion preliminar del efecto inhibidor de los probidticos y sus metabolitos sobre
los aislados de PAP

Para determinar el efecto inhibitorio se realizé segun lo establecido en la metodologia, en
esta fase de la investigacion se tomaron en cuenta los metabolitos en los sobrenadantes de las
cepas probidticas contra las 10 bacterias PAP identificadas. Los resultados se observan en la
Tabla 4.4 en donde el valor “Si” representa la presencia de efecto inhibidor, para una mejor
visualizacion se sombrearon las celdas donde hubo actividad antimicrobiana. De estos
resultados se resume que las bacterias A2, A3, A5, A6, B2, B5, B6 y B9 fueron inhibidas por
la mayoria de los metabolitos probioticos, mientras que las bacterias A8 y B8, fueron las

bacterias mas resistentes a la presencia de estos compuestos biologicos.

La tabla 4.5 muestra la proporcion de accién inhibitoria por cada uno de los metabolitos.
Analizando estos resultados, donde las pruebas dieron positivas, es de notar que la cepa Lr
mostré mayor actividad antimicrobiana (90%), en contraste, la cepa 8014 demostré menos
actividad antimicrobiana (60%). Las mezclas X3 y X5 mostraron una actividad
antimicrobiana alta, a pesar de que la concentracion de cada metabolito fue menor, por lo que
se intuye, que la mezcla por si sola produce efectos individuales independientes y no
sinérgicos, requiriendo una mayor concentracion de este material bioldgico para asegurar el

efecto inhibitorio.

A los datos obtenidos, se les aplico una prueba de confiabilidad alfa de Cronbach cuyo valor
arroj6 un a=0,83, lo que representa una confiabilidad respetable para la prueba de
determinacion del efecto inhibidor, es decir, los datos obtenidos son consistentes
internamente. Adicionalmente, se aplicé una prueba de correlacién de Pearson entre grupos
de metabolitos para comparar su desempefio, lo que arrojé como resultado que las parejas de
metabolitos Lr-X3, 71-75, 71-174, 71-8014, 71-X5, 75-174, 75-8014,75-X3, 75-X5, 8014-
X3, 8014-X5, X3-X5 fueron las que mostraron un comportamiento similar, estos resultados
se pueden detallar en la Tabla 4.6.
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Tabla 4.4. Efecto inhibitorio de las cepas probioticas y sus metabolitos

Presencia de efecto inhibitorio

Microorganismo  N° Control Control
Aislgdo placa L 71 75 174 8014 X3 xS Positivo Negativo
A2 1 Si Si Si Si Si Si Si Si No

2 Si Si Si Si Si Si Si Si No
A3 1 Si Si Si Si Si Si Si Si No
2 Si Si Si Si Si Si Si Si No
AS 1 Si Si Si No Si Si Si Si No
2 Si Si Si Si Si Si Si Si No
AG 1 Si Si Si Si Si Si Si Si No
2 Si Si Si Si Si Si Si Si No
AS 1 No Si No Si No No No Si No
2 Si No No No No No No Si No
B2 1 No = Si Si Si No No Si Si No
2 Si Si Si Si Si Si Si Si No
BS 1 Si Si Si No Si Si Si Si No
2 Si Si Si No Si Si Si Si No
B6 1 Si Si Si Si No Si Si Si No
2 Si Si Si Si Si Si Si Si No
BS 1 Si No No No No Si Si Si No
2 Si No No No No Si No Si No
B9 1 Si Si Si Si No Si Si Si No
2 Si Si Si Si No Si Si Si No

Tabla 4.5. Frecuencia del efecto inhibidor de las cepas probioticas sobre los aislados PAP

Probidticos Frecuencia %

Lr 18 90
71 17 85
75 16 80
174 14 70
8014 12 60
X3 17 85
X5 17 85
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Tabla 4.6. Correlacion entre desempefio de los metabolitos

Lr 71 75 174 8014 X3 X5
R 1 -140 250 -218 408 793% 327
P 556 288 355 074 000 160
oy R 1 840%* G42**  514* 216 608**
P 000 002 020 361 004
N 1 491% 612%*  4Q0* 840**
P 028 004 028 000
R 1 134 031  .336
P174 b 574 898 147
R 1 514*  514*
P8014 o 020 020
R 1 608**
X3 p 004
R 1

Xs

**_La correlacién es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
Evaluacion cuantitativa del efecto inhibidor de los probidticos y sus metabolitos sobre
los aislados de PAP.

Una vez realizado el procedimiento para el anélisis del efecto inhibitorio de los probidticos
y sus metabolitos sobre las bacterias identificadas, se realizo la prueba de susceptibilidad a
través de la medicion de halos inhibitorios (Figura 4.8), esta prueba se realiz6 segun el
protocolo establecido en la metodologia (Fase Il) y se empled para ello un vernier y un
negatoscopio que ayudo a facilitar la visualizacion de los mismos a través de la luz. Para la
bacteria f-hemolitica hallada se realizo la prueba, cuyo resultado fue nulo en todos los
metabolitos a excepcion de 71, que arrojo un halo inhibitorio de 15mm (Figura 4.9). Los
resultados obtenidos de las mediciones de los halos inhibitorios para las cepas patdgenas

elegidas se resumen en la Tabla 4.7.
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Figura 4.8. Halos inhibitorios sobre las bacterias identificadas
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Figura 4.9. Halos inhibitorios sobre la bacteria 3-hemolitica

Tabla 4.7. Diametro de los halos inhibitorios

Diametro de halos inhibitorios (mm)

Microorganismo  N° =\ . 79" 756 © 474 8014 X3 X5 C() C()

Aislado placa

A2 1 12 6 6 6 6 6 6 20 6
2 12 12 12 6 12 10 12 18 6

A3 1 12 14 16 14 12 16 14 18 6
2 12 12 14 6 14 12 12 18 6

AS 1 14 14 6 6 6 6 12 18 6
2 12 14 12 16 6 6 14 22 6

5 1 14 10 10 12 12 14 12 20 6
A 2 12 12 12 12 12 X X 19 6
AS 1 6 6 6 6 6 6 6 24 6
2 6 6 6 6 6 6 6 21 6

B2 1 10 10 12 12 12 12 12 18 6
2 6 6 12 6 6 6 11 18 6

BS 1 12 12 16 12 10 10 10 18 6
2 13 14 14 6 6 12 12 20 6

B6 1 12 12 12 6 6 6 12 18 6
2 12 13 12 X X X X 18 6

B8 1 10 6 6 6 6 6 6 18 6
2 11 13 11 10 6 6 12 20 6

1 14 13 14 13 13 14 14 24 6

BY 2 14 13 14 13 10 10 13 25 6

X: No pudo ser medido.
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Tomando en cuenta los datos numéricos obtenidos, se procedio a realizar un grafico de cajas
y bigotes (Figura 4.10) para ilustrar de una manera general los valores arrojados por la
medicion de los halos. En este grafico se puede observar que los halos medidos estuvieron
en un rango de (10-16) mm, cuyos valores promedios se acercaron a 12mm; analizando méas
a fondo, se puede observar que la mezcla X5 mostré menos variabilidad en las medidas en
comparacion con la mezcla X3, la cual fue mas variable. Las cinco cepas probidticas tuvieron
un comportamiento similar en cuanto al tamafio de los halos inhibitorios y variabilidad, por
lo que, no se puede determinar cual cepa es mas potente sobre otra, en comparacion con las
mezclas que evidenciaron ausencia de un comportamiento sinérgico, pues las medidas de los

halos coinciden con los halos de los metabolitos puros.

Diametro de los halos inhibitorios

*

Diametro mm)

14 -
12 x | X
10 l J— L o

Or O O7: @174 Panid OX: OXF OCHY

Figura 4.10. Distribucion de las medidas de los halos inhibitorios por cepa probidtica y su
metabolitos

El control positivo exhibié un comportamiento esperado, pues, los halos medidos son
mayores y concentrados en 20 mm. En la Tabla 4.8 se resumen los valores de tendencia
central por cepas probidticas. Como se puede apreciar, los valores promedios de los
diametros de los halos son muy similares entre si, al igual que los valores de mediana y moda.

Por lo que se infiere que los metabolitos probidticos tienen un comportamiento similar entre
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ellos, o que la molécula que produce el efecto, es comun para el Género Lactobacillus y no

exclusivo de la especie.

Tabla 4.8. Valores de tendencia central para las cepas probioticas

Lr 71 75 174 8014 X3 X5 C(+)

(mm) (mMm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

Media 12,24 1253 12,87 12,67 11,89 12,22 12,29 19,75
DE 1,25 1,30 1,73 166 127 211 1,14 2,31

Mediana 12 13 12 12 12 12 12 18
Moda 12 12 12 12 12 10 12 18

Los datos obtenidos de la medicion de halos fueron comparados entre grupos de metabolitos
para determinar con una prueba de ¥? el comportamiento de los probidticos con una
significancia estadistica p<0,05. Se tom6 como premisa que los metabolitos se comportan
diferente entre si, por lo que los resultados ante esta prueba estadistica se resumen en la Tabla
4.9, en donde se puede evidenciar que las parejas de metabolitos 71-75, 71-174, 75-174, 75-
X3, 174-8014, 174-X3, 8014-X3 presentaron un comportamiento similar estadisticamente

significativo
Tabla 4.9. Valor p de la comparacién entre metabolitos
Lr 71 75 174 8014 X3 X5 CHX
Lr - 0,053 0,059 0,064 0,652 0,097 0,536 0,628
71 - 0,020 0,027* 0,210 0,223 0,112 0,680
75 - 0,013* 0,294  0,029* 0,274 0,723
174 - 0,034* 0,034* 0,290 0,115
8014 - 0,004* 0,106 0,383
X3 - 0,075 0,831
X5 - 0,119

*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral)

Para efectos de analisis microbiol6gicos la escala Duraffourd es méas representativa para la
prueba de susceptibilidad por medicién del didmetro del halo, en la Tabla 4.10 se encuentra

el equivalente de los halos utilizando esta escala, observandose que la muestra A8 mostro ser
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resistente ante todos los metabolitos probioticos, en contraste las muestras A3, A6, B2, B5y
B9 mostraron ser sensibles ante los 5 metabolitos y sus mezclas. Los resultados obtenidos de
esta escala se resumen en la Tabla 4.11, en la que se puede observar la frecuencia de los datos
registrados, como hallazgos destaca que la cepa 174 mostro ser el metabolito con mas pruebas
nulas, en comparacion con Lr quien fue el metabolito con més pruebas sensibles, sin
embargo, A3 y B5 resultaron muy sensibles ante la cepa 75, mientras que A5 fue muy
sensible ante 174. En relacion a las mezclas se observé que X3 tuvo mas pruebas nulas y X5
mas resultados sensibles, por otro lado, A3 resulto ser muy sensible ante X3.

Tabla 4.10. Equivalencia de halos representados en escala de Duraffourd

Escala Duraffourd para los halos inhibitorios

Microrganismo N°

Aislado placa Lr 71 75 174 8014 X3 X5 C(+)
A2 1 + - - - - - -+t
2 + + + - + + + ++
A3 1 + + ++ + + ++ + ++
2 + + + - + + + ++
A5 L P * 7 - - - R
2 + + + ++ - - ot
A6 1 + + + + + + + +4++
z + + + + + X X o+
1 - - - - - - - ++
A8 > _ _ _ _ _ _ -
B2 1 + + + + + + + 4+
2 : - + - - - + ++
B5 1 + + ++ + + + + ++
2 + + + - + - - +++
B6 1 + + + - - - + ++
2 + + + X X X X 4+
B8 L * - - - - - R
2 + + + + - - + o+t
1 + + + + + + +
B9
2 + + + + + + + .

X: No pudo ser medido
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Tabla 4.11. Frecuencia de resultados segun escala de Duraffourd

+ ++ +++

% (n) % (n) % (n) % (n) Total
Lr 15@)  85(17) 0 0 100 (20)
71 25(5)  75(15) 0 0 100 (20)
75 25(5)  65(13) 10 (2) 0 100 (20)
174 526(10) 421 (8) 5.3 (1) 0 100(19)
8014 474(9) 526 (10) 0 0 100(19)
X3 556 (10) 389 (7) 5,6 (1) 0 100(18)
X5 278(5) 722 (13) 0 0 100(18)
CHX 0 0 65(13) 35(7) 100 (20)
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CAPITULO V
DISCUSION

En este apartado se analizan los resultados obtenidos de las diferentes fases del desarrollo
de la investigacion, asi como el contraste de los mismos con la evidencia encontrada mas

resaltante

Los probidticos se han usado frecuentemente en la odontologia para restablecer el estado
eubidtico de la cavidad bucal con resultados satisfactorios, sin embargo, aln se siguen
realizando investigaciones en este topico para establecer una evidencia cientifica consistente.
En este sentido esta investigacion demostrd que los metabolitos de ciertas cepas probioticas
y la mezclas entre ellas tienen un efecto antimicrobiano sobre las bacterias patdgenas
asociadas a PAP.

El ambiente generado por una lesion apical es favorable para el crecimiento de
bacterias periodontopatdgenas donde las condiciones minimas de oxigeno, humedad, pH y
sustratos (fuentes nutricionales) para el desarrollo son aprovechadas al maximo, por lo que
un diagnostico temprano y una desinfeccion quimico-mecanica del sistema de conducto
pronostica una remision de la lesion, sin-embargo, se ha encontrado en lesiones de PAP

tempranas perfiles microbianos consistentes entre 10 a 30 especies por canal radicular®

Las bacterias asociadas a PAP halladas en esta investigacion, corresponden a cepas
salvajes aisladas de apices dentales con patologia, se identificaron 5 cepas de bacilos Gram
negativos anaerdbicos estrictos y facultativos, 3 cepas de cocos Gram positivos anaerdbicos
facultativos y 2 cepas de bacilos Gram positivos anaerdbicos facultativos, bacterias
pertenecientes a la microbiota de los procesos periapicales. Estas bacterias coinciden en
morfologia y metabolismo con las descritas en la literatura, entre los especimenes aislados
con mayor prevalencia se encuentran cocos Gram positivos del género Streptococcus (S.
constellatus) siendo el género mas predominante en las lesiones®®-72, bacilos Gram
negativos del género Fusobacterium (F. nucelatum), Parvimonas (P. micra),
Porphyromonas (P. endodontalis), Prevotella (P. oris), Dialister (D. pneumosintes),
Fretibacterium (F. fastidiosum) y Selenomonas spp.5%8-7072 estos bacilos son los méas
diversos y caracterizan la PAP con menos de 50 especies anaerébicas’®, especies de bacilos
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Gram positivos de Lactobacillus spp., Actinomyces spp., Pseudoramibacter (P.
alactolyticus), Olsenella (O. uli), Mogibacterium (M. timidum)®872 'y especies de

espiroguetas como Treponema denticola®®.

En la identificacion bioquimica obtenida en este trabajo, se encontraron cepas bacterianas
de Serratia sp., Klebsiella sp., Enterococcus moraviensis, Enterococcus innesii y
Lactiplantibacillus pentosus. La presencia de estas especies en la cavidad bucal es poco
frecuente, ya que no son parte de la microbiota bucal normal. Su aislamiento puede indicar
contaminacion o infeccién oportunista en pacientes inmunocomprometidos’. La literatura
reporta que los géneros Serratia y Klebsiella han sido identificados en periodontitis apical
primaria, especificamente especies como Serratia liquefaciens, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca y Klebsiella ozaenae, aunque con muy baja prevalencia’ . En relacién
a E. moraviensis y E. innesii, no se han encontrado estudios que reporten especificamente la
presencia de estos microorganismos en la microbiota bucal humana. Estas especies
bacterianas han sido aisladas a partir de muestras de agua’®, de la cavidad bucal de caballos’’
y de gusanos de seda’®, pero no se ha establecido claramente su prevalencia o papel dentro
de la microbiota bucal humana o animal. Por otro lado, la presencia de L. pentosus esta
asociada principalmente con su uso como alimento probiotico, comunmente hallado en
vegetales y alimentos fermentados como el vino, algunos quesos y derivados de aceitunas.

Sin embargo, su presencia en cavidad bucal no esta descrita.

A pesar que la PAP esté caracterizada por la colonizacion de maltiples especies de
bacilos Gram negativos, no es frecuente hallar cepas de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans en estas lesiones, como es sabido, se encuentra mas prevalente en
pacientes con periodontitis estadio IV por la gravedad de la patologia, sin embargo, Siqueira®®
reporta que se puede hallar en enfermedades postratamiento endodontico que derivan en
fracasos, por lo que la cepa betahemolitica hallada probablemente sea de un género diferente.
Es importante destacar que algunos aislados no se pudo lograr la identificacion bioguimica
por dificultades al momento de la incubacién, es por ello que algunos aislados (A3, A5 y A6)
solo presentan las caracteristicas macroscopicas, microscopicas y una orientacion a los

géneros probables a ser identificados.
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Las interacciones bacterianas son fundamentales para mantener una microbiota
balanceada y establecer la eubiosis de la cavidad bucal, estas interacciones incluyen
competencias por nutrientes, modulacion de la respuesta inmune, produccién de sustancias
antibacterianas, entre otras?!. La bioterapia con probi6ticos se vale de este Gltimo mecanismo
para lograr el efecto benéfico, esto lo logran produciendo bacteriocinas, acidos organicos,
antiadhesinas, peroxido de hidrégeno y otras sustancias que inhiben el crecimiento de las
bacterias patdgenas?*424649, Esta descrito en la evidencia que la actividad inhibitoria de
ciertas especies bacterianas probidticas es dependiente de la dosis y del tiempo de exposicion,
evidenciando que a mayor dosis y por mayor tiempo de exposicion resulta en una mayor
inhibicién del crecimiento bacteriano, sin embargo, en esta investigacion se empleé una
concentracion estandarizada de probidticos y un tiempo de contacto de 24 horas, por lo que

estos parametros se consideraron constantes para el experimento.

Es bien sabido que la PAP presenta una etiologia bacteriana con mayor proporcion
de bacilos Gram negativos, anaerébicos estrictos y facultativos segln su estadio*®7:6470.80,
entre los hallazgos de este estudio, fue posible determinar que la mayoria de las bacterias
aisladas de PAP, resultaron inhibidas por las cepas probiéticas y sus metabolitos,
especificamente 4 aislados fueron sensibles ante los 5 probioticos de prueba, 3 aislados a 4
de los probidticos; sin embargo, aquellos anaerdbicos facultativos formadores de biopelicula
como especies del género Enterococcus (A8) y Kebsiella (B8) presentaron poca o nula
sensibilidad ante las cepas probioticas y sus metabolitos. Es posible que la ausencia de
inhibicién esté relacionada con la tolerancia a ambientes hostiles, produccién de un
exopolisacarido muy denso por parte de estos patdgenos, asi como, a la velocidad de
replicacion de las mismas, lo cual dificulta la entrada y efecto inhibitorio de los subproductos

sobre estas especies.

Se ha establecido que los compuestos producidos por las bacterias probidticas en este
trabajo tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos aislados de PAP
planctonicos en un ambiente in vitro, por lo que su difusién en los medios es variable cuando
se administran en forma de solucion o gel. En la literatura se ha evidenciado que los
metabolitos, ya sean puros o combinados, son efectivos contra E. faecalis y C. albicans tanto

en su forma planctonica como en biopelicula. No obstante, es fundamental considerar la
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concentracion de estas sustancias en las mezclas para garantizar su eficacia inhibitoria, asi
como el vehiculo utilizado para su administracion. En este contexto, el Poloxamero 407 se
perfila como un vehiculo prometedor para la administracion de probidticos dentro del sistema

de conductos radiculares3248.81.82,

El metabolismo bacteriano del género Lactobacillus produce diversos subproductos
con propiedades antimicrobianas que pueden ser efectivos contra patégenos endoddnticos.
De estas especies Lacticaseibacillus rhamnosus produce acidos orgéanicos, como el acido
lactico, que reducen el pH del medio, promoviendo la desnaturalizacion de proteinas y
alterando la permeabilidad de la membrana celular del patdgeno. Adicionalmente, produce
bacteriocinas, que forman poros en la membrana celular del microorganismo objetivo, y
peréxido de hidrégeno, que crea un ambiente oxidativo letal para numerosos patdgenos
anaerobios. Cada uno de estos compuestos posee mecanismos de accion especificos que
contribuyen a su capacidad para inhibir el crecimiento de microorganismos como E. faecalis
y C. albicans®. En particular, el rhamnolipido, a una concentracion superior a 0,097 mg/ml,
muestra un efecto inhibitorio significativo contra Streptococcus anginosus y, a una
concentracion de 0,048 mg/ml, frente a Streptococcus constellatus y Streptococcus
intermedius. Ademas, este compuesto exhibe una notable actividad antiadherente*®. Este
comportamiento fue evidenciado en las cepas utilizadas en la presente investigacion (Lr y
71), donde se observo una mayor actividad antimicrobiana. A pesar de que ambas cepas
pertenecen a la misma especie, el desempefio, estadisticamente significativo difirid,
probablemente debido a la naturaleza de cada una; Lr es una cepa de referencia de la
coleccion ATCC, mientras que 71 es una cepa salvaje.

Lactiplantibacillus plantarum, una especie ampliamente estudiada por su potencial
en el tratamiento de infecciones, produce una variedad de subproductos metabolicos con
actividad antimicrobiana. El &cido lactico, la plantaricina F y las proteinas antiadhesinas
inhiben el crecimiento de biopeliculas de bacterias patdgenas como S. anginosus y E.
faecalis*®4°, El acido lipoteicoico (Lp.LTA), otro producto del metabolismo de L. plantarum,
reduce significativamente la formacion de biopeliculas bacterianas multiespecificas en placas

de cultivo y cortes de dentina (incluyendo Actinomyces naeslundii, Lactobacillus salivarius,
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Streptococcus mutans y E. faecalis) y potencia la eficacia de los antibioticos intracanal en su

eliminacion3483,

El Lp.LTA también interfiere con la descomposicién de sacarosa por S. mutans,
necesaria para la produccion del exopolisacarido, componente principal de la biopelicula, y
atenda la union de dextrano a esta bacteria*?. Ademas, inhibe la formacion de biopeliculas de
S. aureus, incluso en cepas resistentes a meticilina, sin afectar su crecimiento®. En contraste,
las cepas utilizadas en esta investigacion (174 y 8014) difieren de lo reportado en la
evidencia, estas mostraron un desempefio desfavorable en comparacion a las otras especies
(Lr, 71, 75). Este resultado podria atribuirse a la concentracion utilizada, la cual no fue
suficiente para inhibir las bacterias en estado planctonico. No obstante, la actividad

antimicrobiana de las cepas empleadas fue similar entre si.

Entre otras bacteriocinas es relevante destacar la reuterina aislada de
Limosilactobacillus reuteri, efectiva contra las biopeliculas in vivo y ex vivo de E. faecalis,
C. albicans, F. nucleatum y P. gingivalis, siendo la concentracion de 100 mg/ml la mas
efectiva con una eficacia similar-al hipoclorito de sodio**. Ademas, la presentacion de estos
probioticos en forma de suplemento sistémico en combinacion de varias especies, tales como
L. acidophilus, L. salivarius, L. rhamnosus, L. plantarum, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis y Streptococcus thermophilus, ha demostrado una
disminucion del infiltrado inflamatorio mediado por IL-1pB, IL-6 y RANKL, asi como un
aumento de 1L-10 y una reduccion en el nimero de osteoclastos maduros®!. Estos efectos
sugieren un potencial terapéutico significativo de los probi6ticos en el manejo de infecciones

endoddnticas y en la modulacién de la respuesta inflamatoria.

El uso de metabolitos de diversas cepas probioticas ofrece una ventaja significativa
sobre el empleo de cepas individuales, debido a que permite aprovechar las bacteriocinas
producidas por cada especie para inhibir el crecimiento y la formacion de biopeliculas
patogénicas*®8, En el estudio realizado por Shymaa Shaaban, se demostré que la mezcla de
metabolitos de tres cepas probidticas (L. plantarum, L. rhamnosus y L. acidophilus) mostré
zonas de inhibicidn superiores a las obtenidas con las cepas individuales. De manera similar,
la combinacion utilizada por Shatha Safadi, compuesta por L. plantarum y Lacticaseibacillus

casei, fue suficiente para prevenir totalmente el crecimiento de biopeliculas®*. Ademas, tanto
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la mezcla de L. plantarum, L. rhamnosus y L. acidophilus de Shymaa Shaaban*, como la
mezcla de L. plantarum de cultivo americano, L. rhamnosus y Bifidobacterium bifidum de

Garapati®?, mostraron una inhibicién bacteriana significativa.

En comparacion, los resultados de inhibicion obtenidos en esta investigacion son
congruentes con los reportados en la literatura. Las mezclas X3 y X5 demostraron actividad
antibacteriana contra las bacterias estudiadas; sin embargo, X3 mostré un mejor desempefio
que X5, obteniendo mayores zonas de inhibicién, lo cual puede atribuirse a la mayor
concentracion de metabolitos utilizada. No obstante, en el caso de las bacterias formadoras
de biopeliculas, no se logré una inhibicion efectiva debido a la baja concentracion de
metabolitos empleada en la experimentacion. Estos hallazgos subrayan la importancia de la
concentracion adecuada de los compuestos activos para maximizar la eficacia antimicrobiana

de los metabolitos probioticos.

Para la eliminacion de bacterias en los tratamientos de conducto, el hipoclorito de
sodio (NaOCI) en diversas concentraciones es el irrigante de eleccién debido a sus
propiedades oxidativas. En investigaciones in vitro, se utiliza como control positivo por su
alta toxicidad para las bacterias planctonicas; sin embargo, no es efectivo contra las células
de la biopelicula a bajas concentraciones, pudiendo inducir la formacion de biopeliculas
dependientes de eDNA. Para una desinfeccion quimica Optima, esta sustancia debe ser
utilizada en concentraciones superiores al 3 % 84. En el presente estudio, el control positivo
empleado fue la clorhexidina al 2 % de concentracion, utilizada como irrigante durante el
protocolo de desinfeccion quimica del sistema de conductos. Las zonas de inhibicion
obtenidas fueron significativamente mas extensas que las observadas con los metabolitos
probidticos y sus mezclas, esto puede atribuirse a las propiedades fisicoquimicas de la
clorhexidina en el agar. No obstante, no es posible establecer una comparacion directa con la
literatura existente, ya que la mayoria de los estudios utilizan como control positivo el

hipoclorito de sodio o el hidréxido de calcio®®.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

Los probidticos presentan un campo de estudio emergente y prometedor dentro de la
endodoncia, ofreciendo una alternativa potencialmente eficaz, natural y biocompatible, no
s6lo para combatir infecciones endoddnticas resistentes eliminando las bacterias patdgenas,
sino también en la modulacion de la microbiota y la cicatrizacion de heridas. Las especies
probidticas  Lacticaseibacillus ~ rhamnosus,  Lactiplantibacillus  plantarum vy
Lacticaseibacillus paracasei usados en esta investigacion demostraron un gran potencial

como una alternativa terapéutica efectiva para la eliminacion de bacterias causantes de PAP.

Los resultados evidenciaron que los metabolitos de las cepas probioticas empleadas
ejercen un efecto antimicrobiano significativo sobre la microbiota planctdnica asociada a
PAP, pero no lograron una inhibicion completa de las bacterias formadoras de biopelicula a
la concentracion elegida. Este efecto se debe, en gran medida, a las bacteriocinas producidas
por estos probidticos, las cuales exhiben una accion inhibidora que es dependiente de la dosis

y del tiempo de exposicion.

Es importante considerar que la experimentacion se realizd en condiciones de
laboratorio, lo que limita la extrapolacién directa de los resultados a escenarios clinicos, por
lo que se necesitan mas investigaciones para determinar la dosis 6ptima de probidticos y la
forma de administracion mas efectiva para el tratamiento de la PAP, aspectos fundamentales
para la implementacion clinica de estas terapias probioticas. Las investigaciones futuras
deben centrarse en estudios en modelos animales y ensayos clinicos en humanos para validar

la eficacia y seguridad de los probidticos en el tratamiento de PAP.

La comparacion entre metabolito probioticos y los irrigantes tradicionales, como el
hipoclorito de sodio y la clorhexidina, demuestra que estos siguen siendo efectivos, sin
embargo, los probidticos ofrecen una alternativa mas biocompatible y potencialmente menos
toxica para los pacientes y sus tejidos. La clorhexidina, utilizada como control positivo en
este estudio, mostro zonas de inhibicion mas extensas que los metabolitos probioticos,

atribuible a su mecanismo de accion y propiedades fisicoquimicas en el agar, no obstante, la
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busqueda de tratamientos menos nocivos y mas naturales sigue siendo una prioridad en la

odontologia moderna.

Los resultados de esta investigacion sugieren que los probi6ticos y sus metabolitos
podrian ser utilizados como bioterapia durante el proceso de desinfeccion de conductos,
proporcionando una alternativa a los métodos tradicionales de tratamiento que a menudo
conllevan mayores efectos secundarios y un aumento de la prevalencia de infecciones
persistentes que complican el proceso de curacion. La integracion de probi6ticos en los
tratamientos endodonticos podria representar un avance significativo en la mejora de los
resultados terapéuticos ofreciendo tratamientos mas seguros, eficaces y respetuosos con el
equilibrio microbioldgico del paciente lo que se traduce en un estado de salud bucal a largo

plazo.

RECOMENDACIONES

Como recomendaciones finales se sugiere:

e Investigar a profundidad las cepas probidticas usadas para evaluar su efectividad
antimicrobiana y su potencial terapéutico en la eliminacion de bacterias patdgenas,
especialmente aquellas que forman biopeliculas y muestran resistencia a los
tratamientos convencionales.

e Determinar las concentraciones mas efectivas para la inhibicién de bacterias
patogenas sin comprometer la salud del paciente.

e Explorar diferentes vehiculos de administracion de los probidticos para identificar
cudl proporciona el mejor efecto inhibitorio y mas conveniente para el paciente.

e Realizar estudios para observar efectos a largo plazo del uso de probiéticos como
tratamiento de la PAP.

e Evaluar la posible sinergia entre los probioticos y otros tratamientos antimicrobianos
o terapias fisicas, como el uso de luz laser, para maximizar la eliminacion de bacterias

patdgenas.
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item 1. Prueba de susceptibilidad microbiana. Seleccione con un No (Sin AA) o Si (con AA) el recuadro correspondiente.

Placas Tratamiento
Microorganismo | N°de . . . Control Control
Asociado PAP olaca Metabolito P1 | Metabolito P2 | Metabolito P3 Positivo | Negativo
1
Especie #1 2
3
1
Especie #2 2
3
1
Especie #3 2
3
AA: Actividad Antimicrobiana
Item 2. Determinacion de actividad antimicrobiana por medicion de halos de inhibicion.
Placas Diametro de Halo inhibitorio (mm)
. . N° de . . Control Control
Microorganismo Metabolito P1 Metabolito P2 . .
placa Positivo Negativo
1
Especie #1 2
3
1
Especie #2 2
3
1
Especie #3 2
3
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APENDICE A

Universidad de Los Andes
Facultad de Odontologia
Departamento de Biopatologia
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo de la investigacion:

EFECTO DE PROBIOTICOS Y SUS METABOLITOS APLICADOS A AISLADOS
BACTERIANAS ASOCIADAS A PERIODONTITIS APICAL PRIMARIA

La Periodontitis Apical Primaria (PAP) se conoce como la inflamacién de los tejidos que
sostienen la porcion final de la raiz dental y se manifiesta con una respuesta dolorosa al
morder y al tacto, suele aparecer en caries profundas o por fallas en el sellado marginal de
una restauracion. Usualmente es ocasionado por microorganismos que no son beneficiosos
y que proliferan bajo condiciones especificas en esa area, iniciando un proceso de infeccién
que incurre en lesiones del periodonto como lisis Gseas y destruccién del ligamento
periodontal.

Es por ello que se propone realizar este estudio experimental, de laboratorio cuyo objetivo es
determinar el efecto de bacterias probi6ticas aplicadas a bacterias que se asocian Periodontitis
Apical Primaria.

INVESTIGADORES RESPONSABLES
Br. ANGELICA SIVIRA

Br. JORMANY QUINTERO

Tutora: PhD. ELAYSA SALAS

Para cumplir con la finalidad de este estudio se tomaran muestras bioldgicas intraconducto
de pacientes diagnosticados con PAP. Posteriormente, el material biolégico obtenido seréa
cultivado en medios de cultivo especializados para el transporte y posteriormente en placas
de agar para determinar el efecto de bacterias probioticas y sus subproductos sobre los
microorganismos patogenos identificados a partir de la muestra de dichos pacientes.

En tal sentido:

1- Todo paciente participante estara continuamente informado acerca del curso de la
investigacion y los resultados del analisis microbioldgico.

2- Todo paciente esta en su derecho de negarse a participar o abandonar el estudio en
cualquiera de sus fases sin que ello conlleve represalias o pérdida de algun beneficio.

3- Los beneficios de esta investigacién suponen generar evidencia cientifica en cuanto
a alternativas terapéuticas que en un futuro podrian o no considerarse al momento de
tratar la Periodontitis Apical Primaria.

4- No se usard ningun resultado de analisis microbioldgico sin el consentimiento
expreso del paciente y en todo caso se protegera su identidad.



5- Todos los datos, especialmente los publicados al término de la investigacion
mantendran el compromiso de confidencialidad sin causar identificacion o dafio
personal.

DECLARACION DE PARTICIPACION VOLUNTARIA

Declaro haber comprendido el propdsito y los términos de mi participacion en el proyecto
de investigacion “EFECTO DE PROBIOTICOS Y SUS METABOLITOS APLICADOS
A AISLADOS BACTERIANOS ASOCIADOS A PERIODONTITIS APICAL
PRIMARIA”; el cual consiste en un estudio experimental In Vitro que servira para
determinar el efecto de probidticos y sus metabolitos sobre aislados bacterianos asociados a
Periodontitis Apical Primaria (PAP). Declaro entender también que mi participacion es
voluntaria y que en cualquier momento de la investigacion, puedo retirarme de la misma, si
asi lo deseo, sin que mi decision conlleve a represalias o a la pérdida de cualquier beneficio
como producto de la investigacion.

Asi declaro y firmo en Mérida, a los dias del mes de del afio 20

Nombre y Firma del Participante Nombre y Firma del Testigo

DECLARACION DE LOS INVESTIGADORES

Luego de haber explicado detalladamente al paciente la
naturaleza del protocolo de investigacion mencionado, certifico mediante la presente que, a
mi leal saber, el/la participante que firma este formulario de CONSENTIMIENTO
comprende los requerimientos, riesgos y beneficios de su participacion. Este consentimiento
establece un comudn acuerdo con la persona participante, con el tiempo previo que sea
necesario para que esta ultima pueda ampliar su consulta y comprenderla, de manera que
pueda tomar conscientemente la decision de participar en la investigacion.

Nombre y firma de los Investigadores





