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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la eficacia de un producto probidtico en la reduccién de la gingivitis y su

impacto sobre la microbiota subgingival.

Material y métodos: Se realizé un ensayo clinico aleatorizado controlado en 56 sujetos durante
6 semanas. Los sujetos se asignaron aleatoriamente a un grupo test, tratado con comprimidos
que contenian las cepas probidticas Lactobacillus plantarum CECT 7481 (AB15), Lactobacillus
brevis CECT 7480 (AB38) y Pediococcus acidilactici CECT 8633 (AB30), y a un grupo control,
tratado con placebo. La variable respuesta primaria fue la variacién del indice gingival (Gl). Las
muestras subgingivales se analizaron para cinco patdgenos periodontales, mediante la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa cuantitativa (qPCR). Se realizaron comparaciones intra- e intergrupo

entre las variables clinicas y microbioldgicas y se efectud un analisis de regresién multiple.

Resultados: En ambos grupos se observd una mejoria clinica significativa, sin embargo, no se
detectaron diferencias intergrupo en cuanto a valores promedios de Gl, indice de placa (PIl) o
indice de sangrado angulado (AngBS). El grupo test experimenté una reduccién
significativamente mas alta de las localizaciones asociadas a GI=3 en el dia 0. Las muestras
subgingivales revelaron una reduccién significativa de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
en los dos grupos, mientras que sélo en el grupo test se observé una reduccion significativa de

Tannerella forsythia.

Conclusiones: Los comprimidos con L. plantarum CECT7481, L. brevis CECT7480 y P. acidilactici
CECT8633 redujeron el numero de localizaciones con inflamacién severa en pacientes con
gingivitis, tras una profilaxis profesional. Ademas, el uso adicional de los probidticos reveld un

impacto microbiolégico significativo, reduciendo los recuentos de T. forsythia.




1. INTRODUCCION

La gingivitis estd caracterizada por enrojecimiento, inflamacidn y sangrado de la encia; estd
causada por la acumulacidon de bacterias en el surco gingival, la cual causa una reacciéon
inflamatoria de los tejidos gingivales asociada a un cambio en las especies microbianas
residentes en el biofilm dental (Park y cols. 2015). Este estado representa una de las
enfermedades mas prevalentes del ser humano (Albandar y Rams 2002). A pesar de que no
todos los pacientes con gingivitis evolucionan a periodontitis, el manejo de la gingivitis es una
estrategia critica de prevencion tanto primaria como secundaria de la periodontitis (Chapple et

cols. 2015).

La eliminacion mecanica regular del biofilm dental a través de practicas de higiene oral
adecuadas, junto con los procedimientos llevados a cabo por el profesional para eliminar el
biofilm dental y los factores retentivos (como el calculo dental, restauraciones inadecuadas o
factores anatémicos) representan el primer eslabon en el tratamiento de la gingivitis (Lang
2014). Desafortunadamente, un gran numero de individuos es incapaz de llevar a cabo un
control adecuado de su propio biofilm supragingival (Van der Weijden y Hioe 2005); y otros
factores dependientes de cada individuo ademas de la acumulacion de placa, como el habito de
fumar, estados hormonales endocrinos, medicamentos o enfermedades sistémicas pueden
modular la respuesta inflamatoria a la placa y conferir asi una susceptibilidad alterada a la
gingivitis (Tatakis y Trombelli 2004). En esos sujetos, se ha recomendado el uso adicional de
agentes microbianos (control quimico de la placa). Sin embargo, sus efectos adversos y las
limitaciones asociadas a su uso han fomentado la busqueda de enfoques alternativos (Wu y

Savitt 2002).

Uno de estos enfoques alternativos ha sido el uso de probiéticos, siendo éstos microorganismos
vivos que, administrados oralmente en cuantidades adecuadas, pueden modificar la flora
comensal y prevenir asi el cambio microbiolégico y la colonizacién por parte de patdgenos

asociados a la inflamacidn gingival.

Los probidticos pueden intervenir en distintos procesos metabdlicos mediante su capacidad
enzimatica, la modulacion de la microbiota intestinal o la inhibicion de patdgenos, actuando
sobre la propia actividad metabdlica del individuo. Otros probidticos aumentan la resistencia a
la colonizacién al competir con los microorganismos patégenos por los sitios de unién en el

endotelio intestinal y por los nutrientes que requieren para sobrevivir y desarrollarse.




El uso de probidticos encuentra su mayor aplicacion en los trastornos asociados al tracto
digestivo. El uso de probidticos en personas intolerantes a la lactosa reduce los sintomas de
inflamacidn o hinchazén, debido a la presencia de la lactasa en las bacterias acido lacticas,
mejorando asi la digestion de la lactosa. Sin embargo, existe una amplia variedad en la actividad
de lactasa de los diferentes probidticos. Numerosos estudios demuestran que la adicién de
distintas cepas de probidticos a bebidas lacteas puede contribuir a disminuir el estrefiimiento
(Camilleri y cols. 2007). De forma parecida, algunos de los mecanismos de accién de los
probidticos, como la produccidon de sustancias antimicrobianas (bacteriocinas, peréxido de
hidrégeno y biosurfactantes) y la disminucidn del pH intestinal por el estimulo de organismos
productores de 4cido lactico, favorecen el crecimiento de organismos mas benéficos,
modulando la aparicion de episodios intestinales adversos (diarreas). Diferentes estudios
clinicos aleatorizados, tanto en nifios como en adultos, han revelado efectos significativos sobre
la frecuencia y severidad del dolor en el sindrome del intestino irritable (Sll), una de las

patologias gastrointestinales mas comunes. (Horvath y cols. 2011).

Se han documentado efectos benéficos sobre el nivel de lipidos tras el consumo de productos
fermentados y adicionados con probidticos. Los mecanismos por los cuales disminuyen el
colesterol sérico no son claros. Algunos estudios lo atribuyen a su habilidad de suprimir la
reabsorcion de acidos biliares en la circulacidon entero-hepdtica y aumentar la excrecién de
esteroides acidicos en heces (Usman y cols. 2000, Ramasamy y cols. 2010). Igualmente, los
probidticos pueden unirse a la molécula de colesterol en el intestino delgado, habilidad cepa
especifica, o convertir el colesterol a coprostanol en el intestino para ser excretado
directamente en las heces, permitiendo por un proceso de homeostasis la reduccidon del

colesterol sanguineo (Kimoto y cols. 2002, Lye y cols. 2010).

Dadas sus propiedades inmuno-moduladoras, se ha considerado la posibilidad del uso de los
probidticos para la prevencion y/o tratamiento de alergias. Las investigaciones en gestantes han
indicado que pueden aumentar el potencial inmunolégico de la leche materna y disminuir la
sensibilizacidn a alergias. Al contrario de lo que se ha observado en su uso terapéutico, los

probidticos han mostrado un mejor comportamiento en la prevencidn de las alergias.

Los microorganismos probidticos también pueden desarrollar un papel importante a nivel
odontopedidtrico como, por ejemplo, la disminucidon en el recuento salival de S. mutans y
Lactobacillus. Algunos son capaces de incorporarse a la pelicula adquirida y crecer junto a la
flora autdéctona de la placa supragingival, a la vez que disminuyen la colonizacién de

microorganismos cariogénicos.




Ademas, los probidticos también pueden beneficiar la salud oral modulando la inmunidad de la
mucosa en la cavidad oral (Teughels y cols. 2011). Varios estudios han evaluado el efecto de las
diferentes cepas de probidticos sobre la inflamacidn gingival, reportando resultados conflictivos,
y demostrando que, a pesar de que una cepa especifica puede ejercer un efecto benéfico a favor
de la salud general, no todos los probidticos pueden ser utiles para la prevencion y el
tratamiento de la gingivitis (Krasse y cols. 2006, Staab y cols. 2009, Iniesta y cols. 2012, Hallstrom
y cols. 2013, Lee y cols. 2015).

Las cepas probidticas de uso oral deberian ser elegidas segun su actividad antimicrobiana in vitro
frente a los patdgenos orales, la capacidad de adherirse a los tejidos orales, la tolerancia a
factores de estrés del medio oral y varios aspectos de seguridad (como su perfil de resistencia
antibidtica y la produccién de acido lactico). Las cepas Lactobacillus plantarum CECT 7481
(AB15), Lactobacillus brevis CECT 7480 (AB38) y Pediococcus acidilactici CECT 8633 (AB30) han
revelado in vitro una actividad frente a Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, y
Fusobacterium nucleatum vy la capacidad de colonizar la cavidad oral (Bosch y cols. 2012). Sin
embargo, su eficacia clinica en reducir la inflamacién gingival no ha sido demostrada in vivo. En
consecuencia, el objetivo de este ensayo clinico fue evaluar la eficacia de una formulacién
probidtica especifica, suministrada por via oral, en reducir la gingivitis y evaluar su impacto en

la microbiota subgingival.




2. HIPOTESIS

La hipétesis nula del estudio es:

“El uso de probidticos, como coadyuvantes a la profilaxis profesional, no produce ningiin cambio
en los pardmetros evaluados, por lo tanto, no tiene alglin efecto en el tratamiento de la

gingivitis”.

3. OBIJETIVOS

Objetivo primario

El objetivo primario del estudio fue evaluar si el producto probidtico evaluado tiene efecto sobre

la gingivitis, evaluada mediante el indice gingival (Gl).

Objetivos secundarios

Evaluar la seguridad y tolerabilidad del producto suministrado y determinar su eficacia en la
modificacion de otros parametros asociados a la gingivitis. Estos pardmetros incluyen el indice
de placa (PIl) y el indice de sangrado angulado (AngBS). También se evalué el impacto de los

probidticos en la composicion de la microbiota subgingival.




4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Diseino del estudio

Se trata de un ensayo clinico aleatorizado controlado, doble ciego, con un disefio paralelo. El
protocolo, el consentimiento informado y las hojas informativas de los pacientes fueron
aprobadas por el comité ético de investigacion (Comité de Ensayos Clinicos del Hospital
Universitario San Carlos, Madrid). Los pacientes del estudio fueron reclutados en la Facultad de
Odontologia, Universidad Complutense, Madrid, Espaia, entre febrero hasta noviembre 2015.
Los sujetos candidatos a participar en el estudio fueron informados sobre las caracteristicas del
estudio y, en caso de participar en el estudio, firmaron un documento de consentimiento
informado, también aprobado por el Comité Etico. Los criterios de seleccién se describen a

continuacion:

Criterios de inclusion

- 18-55 afios de edad.

- Varon o hembra (grupos equilibrados).

- No fumadores (pacientes que nunca han fumado o exfumadores desde hace al menos 6
meses).

- Sujetos con gingivitis natural definida por un indice gingival (Gl) promedio > 1.3.

- Sin pérdida de insercidn interproximal > 2mm en la mayoria de las localizaciones.

Criterios de exclusion

- Lesiones cariosas y/o restauraciones inadecuadas.

- Sujetos sometidos a tratamientos odontolégicos.

- Sujetos sometidos a terapia ortoddntica o portadores de férula de descarga.

- Sujetos padeciendo alguna enfermedad sistémica o condicidn que pudiera afectar la
respuesta de los tejidos gingivales o la posibilidad de llevar a cabo un control de placa
adecuado (embarazo, diabetes, defectos cuantitativos y/o cualitativos de células
polimorfonucleares, otros desérdenes del sistema inmune, etc.).

- Sujetos tomando medicamentos que puedan interferir con la respuesta gingival
(antiinflamatorios, difenilhidantoina, bloqueadores de canales de calcio, ciclosporina A,

inmunoestimuladores/inmunomodificadores).




- Sujetos que hubieran estado tomando antibidticos o antisépticos en los 2 meses previos
al estudio

- Sujetos que hubieran estado usando productos probidticos para la higiene oral en los 2
meses previos al estudio

- Antecedentes de hipersensibilidad o alergia a cualquiera de los componentes de los

productos de tratamiento.

4.2 Tratamientos

En el dia 0, los pacientes recibieron una profilaxis oral profesional (eliminacién mecanica
profesional de la placa y calculo supragingival junto con “desbridamiento” hasta el fondo del
surco/bolsa) e instrucciones estandarizada de higiene oral, con un cepillado con una pasta

dentifrica fluorada dos veces al dia. Se prohibid el uso de enjuagues orales.

A continuacién, los sujetos del estudio fueron asignados de forma aleatoria a uno de los dos

posibles tratamientos:

- TEST (Probidticos): los comprimidos contenian las cepas probidticas Lactobacillus brevis
CECT-7480 (AB15), Lactobacillus plantarum CECT-7481 (AB38) y Pediococcus acidilactici
CECT-8633 (AB30) (dosis por toma 1.00 x 10° unidades formadoras de colonia [UFC]).

- CONTROL (Placebo): comprimidos conteniendo los mismos excipientes del producto activo,

pero sin bacterias vivas.

Cada sujeto fue instruido en mascar 2 comprimidos al dia. Tanto los comprimidos como las cajas
tenian el mismo aspecto y estaban numeradas segun un listado aleatorizado, generado por
ordenadory revelado sélo al final del estudio, o en el caso de que ocurriese algin efecto adverso

relevante.

4.3 Variables respuesta: parametros clinicos

Las variables clinicas fueron evaluadas al dia 0 y a las 6 semanas. La primera variable analizada
fue el indice Gingival (Gl), segun la modificacién de Trombelli y cols. (2004) del indice de Lée y
Silness (1963). El indice de Placa (Pll) fue evaluado segun la modificacion de Furuichi y cols.
(1992) del indice de placa de Silness y Loe (1964), que consiste en el uso de una solucion
relevadora para distinguir los valores 0 y 1 del Pll. El sangrado fue evaluado a través el indice de

sangrado angulado (AngBS; Trombelli y cols. 2004), que es una modificacién del indice de




sangrado angulado reportado por Van der Weijden y cols. (1994). Tras haber secado
suavemente la encia con aire comprimido, se introdujo una sonda periodontal (PCP 15, Hu-
Friedy, Chicago, IL, EE.UU.) en el surco gingival con una angulacion de 60° con respecto al eje
longitudinal del diente, en contacto con la encia, pero sin recorrer el margen gingival. Todos los
indices han sido evaluados por dos examinadores calibrados y entrenados (EM para Gl, Ml para

Pll y AngBS).

4.4 Variables respuesta: parametros microbioldgicos

Tanto en el dia 0 como a las 6 semanas, e inmendiatamente antes de comenzar el examen
clinico, se tomaron muestras de placa subgingival, una en cada cuadrante seleccionado (maxilar
superior izquierdo / mandibular inferior derecho). La placa subgingival se obtuvo mediante
puntas de papel estériles mantenidas en el surco durante 10 segundos. Las muestras fueron
agrupadas en el mismo vial y transferidas a tubos Eppendorf de microcentrifuga estériles y
almacenados a -20°C hasta su analisis. El ADN bacteriano fue aislado de las muestras mediante
el uso de un kit comercial (MolYsis Complete5; Molzym GmbH & CoKG, Bremen, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante, con deteccidn y cuantificaciéon a través del método de

la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), con cuantificacion (qPCR).

La amplificacién de la gPCR se realizé basandose en el uso de sondas Tagman con cebadores
especificos para cinco patégenos periodontales (Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter
rectus) marcados frente al gen 16S del rARN [obtenido a través de “Life Technologies Initrogen”

(Carlsbad, CA, EE.UU.) y “Applied Biosystems” (Carlsbad, CA, EE.UU.)].

Cada muestra de ADN fue analizada por duplicado. Los valores de la cuantificacién de ciclo (Cq),
que describen el nimero de ciclo de PCR en el cual la fluorescencia crece por encima del punto
0, han sido determinados con el paquete de software (LC 480 Software 1.5; Roche Diagnostic
GmbH; Mannheim, Alemania). La cuantificacion de células viables con la gPCR se basé en las
curvas estandar, siguiendo un protocolo establecido (Sanchez y cols. 2014). La correlacién entre
los valores de Cq y UFC/mL se ha generado automaticamente a través del software mencionado
(LC 480 Software 1.5; Roche). Todos los ensayos se llevaron a cabo con un rango de deteccion
cuantitativo lineal establecido por un intervalo de pendientes de 3.3-3.6 ciclos/logaritmos en
base 10, r? > 0.997 y un rango de eficiencia de 1.9-2.0. Se han tomado medidas para evitar AND
de arrastre. No obstante, cuando el NTC era detectable, el limite de la deteccidn se establecia

en el Ultimo valor de la curva estdndar que soporta cinco ciclos de diferencia con NTC.




4.5 Evaluacion del cumplimiento y seguridad

Se les pidid a los pacientes que confirmasen la toma de los comprimidos asignados, rellenando
diariamente un cuestionario de cumplimiento con el protocolo. Este fue devuelto a los
examinadores, conjuntamente con las cajas de los comprimidos no consumidos. Cualquier
efecto adverso (signo, sintoma, enfermedad, valor de laboratorio anormal u otro evento
médico) padecido por un sujeto del estudio o detectado por el examinador,
independientemente de su relacion con el estudio, fue registrado, incluyendo informaciones
sobre la naturaleza, severidad, tiempo de presentacién y duracion del efecto adverso, asi como
las medidas requeridas para su tratamiento (si este fue necesario), la posible asociacion con el

estudio y otras informaciones relevantes.

4.6 Analisis de datos

El tamafio muestral se ha calculado usando Gl como variable respuesta primaria, asumiendo una
diferencia entre grupos del 25% con una desviacién estandar de 0.43 (Iniesta y cols. 2012) con
un poder estadistico del 85% (error tipo f =0.15) y un error a = 0.05. Con esos valores, el calculo
del tamafio muestral ha requerido un total de 56 sujetos (28 por grupo), teniendo en cuenta un

posible 10% de abandonos.

La variable primaria y las variables secundarias (tanto clinicas como microbiolégicas) se han
analizado usando el software “Statistical Analysis Software” (SAS; Cary, NC, EE.UU.) siguiendo el
enfoque de intencidn de tratar (se procesaron todos los datos disponibles de todos los sujetos,

independientemente de si abandonaban o no el estudio).

Los cambios en la variable primaria y en las variables secundarias clinicas entre los grupos se
compararon con la T de Student, después de ajustar la normalidad de la distribucion con el test
de Shapiro-Wilk, seguidos por test post-hoc para evaluar la existencia de diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (test de los rangos multiples de Duncan).

Por lo que concierne el analisis de las variables microbiolégicas, a la hora de evaluar la cantidad
de cada especie bacteriana, se ha aplicado el método Bonferroni-Holm para el ajuste de

multiplicidad (teniendo en cuenta las cinco especies analizadas).
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5. RESULTADOS

5.1 Poblacion del estudio

Finalmente, la poblacién del estudio incluyé 59 pacientes (edad 31.7+12.8 aiios; 61%/39%
hembra/vardn), 30 de los cuales fueron asignados al grupo de probidticos y 29 al grupo placebo.
El diagrama de flujo (Figura 1) representa la asignacidn de los pacientes a los grupos del estudio.
Un sujeto en el grupo test y 6 en el grupo control abandonaron el estudio. La Tabla T1 refleja las
caracteristicas de los sujetos en el dia 0. No se detectaron diferencias estadisticamente

significativas en la edad o el sexo entre los grupos.

5.2 Resultados clinicos

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en el Gl entre los dos grupos en el
dia 0 (p=0.6525) ni en la 62 semana (p=0.3470). El Gl se redujo significativamente a las 6 semanas
desde el dia 0, en -1.06 (+0.3) en el grupo test (p<0.0001) y en -1.08 (+0.3) puntos en el grupo
control (p<0.0001). No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al
cambio basal-final en Gl entre los dos grupos (diferencia [dif] 0.05, intervalo de confianza al 95%

[CI] (-0.1, 0.2), p=0.4806) (Tabla 1).

La Tabla 2 refleja la frecuencia de distribucién de las localizaciones con distintos grados de
gingivitis en las dos visitas. En el dia 0, el nimero de localizaciones con Gl = 3 era de 401 (6.3%
del total). El nimero era mas alto en el grupo test que en el grupo control (n=263 (8.2%) vs
n=138 (4.4%), p<0.0001). A la 62 semana, el nimero de localizaciones con Gl =3 erade 5 (0.1%
del total). El nimero era mas bajo en el grupo de probidticos que en el control (n=0 (0.0%) vs.
n=5 (0.2%), p=0.0418). Ademads, ningun sujeto del grupo test presentaba gingivitis a las 6

semanas (GI>1), frente a 3 del grupo control (13%, p=0.0801).

La Tabla 3 recoge los valores relativos al Pll. No se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en el Pll entre los grupos en el dia 0 (p=0.3846) o a las 6 semanas (p=0.0594). El PII
se redujo significativamente a las 6 semanas desde el dia 0 en ambos grupos, en -0.39 (+0.3)
puntos en el grupo test (p<0.0001) y en -0.44 (+0.3) en el grupo control (p<0.001). En cuanto a
los cambios de PIl, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos a las 6

semanas desde el dia 0 (dif 0.10, (-0.0, 0.2), p=0.1808).

11
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No hubo diferencias significativas en el AngBS entre los grupos al dia 0 (p=0.9294) o las 6
semanas (p=0.0441). El AngBS se redujo significativamente a la 62 semana en ambos grupos, en
-0.20 (+0.2) puntos en el grupo test (p<0.0001) y en -0.28 (+0.2) puntos en el grupo control
(p<0.001). No se han detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en
cuanto a cambio de AngBS a las 6 semanas desde al dia 0 (dif 0.09, (-0.0, 0.2), p=0.0610). (Tabla
4).

5.3 Resultados microbioldgicos

La Tabla 5 refleja la prevalencia de las bacterias patdgenas seleccionadas por grupos de
tratamiento. La mayoria de los sujetos tenian los patdgenos en las dos visitas en ambos grupos,
sin diferencias, salvo para A. actinomycetemcomitans, que experimentd una reduccién entre
visitas (53.8% al dia 0 vs 28.8% a las 6 semanas, Fisher test, p=0.0164). A la hora de dividir la
muestra por grupos de tratamientos, la diferencia en los sujetos positivos para A.
actinomycetemcomitans no era significativa, tanto en el grupo test como en el control, debido

al tamafio reducido de la muestra.

En la Tabla 6 se explican las concentraciones de bacterias estudiadas, y las variaciones entre dia
0y la 62 semana, segun el grupo de tratamiento. Se observd una reduccidn significativa de A.
actinomycetemcomitans en ambos grupos, mientras que la reduccidn de T. forsythia ha sido

significativa sdlo en el grupo de Probidticos.

5.4 Correlacidn entre variables clinicas y microbiolégicas

El nimero de localizaciones asociadas a Gl = 3 ha sido la variable clinica mas relacionada con la
concentracién de todas las especies bacterianas, excepto con P. gingivalis. Solamente A.
actinomycetemcomitans y T. forsythia revelaron una relacién con el Gl promedio tras aplicar

multiples test de ajustes (Tabla 7). Ni Pl ni AngBS superaron los test de ajuste para la correlacion.

Las concentraciones de T. forsythia, F.nucleatum y C.rectus estaban altamente relacionadas
entre ellas (p = 0.7). P. gingivalis sélo reveld una correlacion moderada con T.forsythia,
F.nucleatumy C.rectus. Por el contrario, para A.actinomycetemcomitans no se encontré ninguna
correlacién con los otros patégenos. La correlacién mas alta se observo entre los dos miembros

del complejo naranja (F.nucleatum y C.rectus) (Tabla S3).

En el analisis de regresion multiple, tras un ajuste por visitas, T. forsythia reveld ser un predictor

lineal significativo del nimero de puntuaciones individuales de Gl = 3. De manera similar, solo
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A. actinomycetemcomitans demostré ser un predictor lineal significativo del valor promedio de

Gl en el andlisis de regresién multiple tras el mismo ajuste.

5.5 Cumplimiento y efectos adversos

El 94.2% de los pacientes cumplié con, al menos, el 75% del tratamiento, el 89.7% de los
pacientes en el grupo test y el 100% en el grupo control. No hubo diferencias significativas en el
cumplimiento del tratamiento entre los dos grupos. De los 59 pacientes tratados, 5 indicaron
tener, al menos, un efecto adverso (8.5%), 4 en el grupo test y 1 en el grupo control (13.3% vs
3.4%, p=0.3533), siendo el dolor abdominal el mds frecuente. Ninguno de los pacientes refirié
eventos adversos graves y sélo un paciente en el grupo control abandond el tratamiento debido

a un efecto adverso.
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6. DISCUSION

Los resultados de este ensayo clinico aleatorizado han revelado que el uso adicional de
comprimidos probidticos contenientes las cepas Lactobacillus plantarum CECT 7481 (AB15),
Lactobacillus brevis CECT 7480 (AB38) y Pediococcus acidilactici CECT 8633 (AB30) ha sido capaz
de reducir la gingivitis tras recibir una profilaxis profesional. Considerando las variaciones en el
Gl promedio, tanto en el grupo test como en el control los sujetos experimentaron una mejoria
estadisticamente significativa; sin embargo, las diferencias entre los grupos no reflejaron
resultados significativos. Al valorar las localizaciones con un valor mas alto de gingivitis (GI=3 al
dia 0), el tratamiento con comprimidos probidticos ha revelado una mayor reduccion,
estadisticamente significativa, en dichas localizaciones. Ademas, se pudo considerar que todos
los pacientes en el grupo de probidticos habian alcanzado la salud gingival (identificada con un
Gl<1) en la visita de reevaluacion, mientras que 3 pacientes en el grupo control seguian
presentando inflamacion gingival “leve” (identificada con un GI>1). A pesar de que el estudio no
tuvo la potencia suficiente para identificar esta diferencia como estadisticamente significativa,

ha revelado una tendencia a la significacion estadistica.

La decision de utilizar al GI como variable respuesta primaria para evaluar la eficacia del uso
adicional de nuevos agentes en el tratamiento de la gingivitis, como los probiéticos, puede no
ser lamas apropiada. Como se ha demostrado en los resultados del estudio, el efecto de dilucidn
de la situacién mas frecuente (Gl < 1) puede enmascarar el efecto positivo del agente sobre las
localizaciones con gingivitis clara (G1=2). De hecho, al analizar las localizaciones asociadas a un
grado mds severo de gingivitis (GI=3), el efecto coadyuvante de los probiédticos fue claramente
significativo. La falta de significacion estadistica en la variable respuesta primaria (Gl promedio)
puede ser explicada también por la muestra poblacional (con gingivitis leve-moderada) y por el
efecto de la profilaxis profesional, junto con el corto periodo de evaluacion, que puede haber
dificultado la evaluacién apropiada del efecto real de los probidticos en los patrones de
recolonizacién bacteriana. De hecho, otros estudios han encontrado resultados parecidos, con
ausencia de significacién estadistica para el Gl promedio, con cepas diferentes, como
Lactobacillus salivarius WB21 o Lactobacillus reuteri (DSM-17938 and ATCC PTA D289) en los
estudios de Shimauchi y cols. (2008) o Iniesta y cols. (2012), respectivamente. Otros estudios
(Hallstrém y cols. 2013, Slawik y cols. 2011, Staab y cols. 2009) también encontraron resultados
parecidos a la hora de evaluar el impacto de otras fdrmulas probidticas en el tratamiento de la
gingivitis experimental. SAlo hay un estudio evaluando los efectos de los probidticos, que

encontré diferencias significativas en el Gl promedio (Krasse y cols. 2006). Este estudio, sin
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embargo, no demostrd muestras comparables en la evaluacién basal, ya que los valores de PII
eran significativamente diferentes, y las diferencias intergrupo durante el seguimiento no se

explicaban.

El presente estudio ha valorado también, en una poblacidn con gingivitis de “leve” a
“moderada”, el impacto microbioldgico sobre los patrones de recolonizacion de cinco patdogenos
periodontales tras 6 semanas de uso adicional de probidticos inmediatamente después de la
profilaxis profesional. Aunque las cepas probidticas usadas no han sido capaces de prevenir
totalmente la recolonizacién de los patdgenos putativos, ya que la mayoria de los individuos
albergaba esas especies tanto en el dia 0 como en la visita de seguimiento, su concentracién ha
sido reducida significativamente en ambos grupos. El uso de comprimidos con probidticos se
asocid a una reduccién estadisticamente significativa de los niveles de T. forsythia, incluso
aplicando los ajustes por comparaciones multiples en el andlisis estadistico. Se han encontrado
resultados similares por parte de Mayanagi y cols. (2009), después del uso de Lactobacillus
salivarius WB21 durante 8 semanas. T. forsythia es un miembro del complejo rojo, y una de las
especies bacterianas mas prevalentes en las muestras de placa subgingival en individuos con
periodontitis (Socransky y Haffajee 2005, Tomita y cols. 2013, Wara-aswapati y cols. 2009).
Ademas, ha sido asociado a una mayor severidad de la periodontitis y a una peor respuesta al
tratamiento (Ready y cols. 2008, Lanza y cols. 2016). Las correlaciones significativas entre
concentraciones de las bacterias analizadas y el nimero de superficies dentales asociadas a
Gl=3, especificamente las concentraciones de T.forsythia (coeficiente de correlacién = 0.415,
p<0.0001) resaltan el posible objetivo del uso coadyuvante de los probidticos en las
localizaciones que alberguen varias especies patdgenas, que tienen el grado mds alto de

inflamacidn gingival.
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7. CONCLUSIONES

Dentro de las limitaciones de esta investigacion, se puede concluir que los comprimidos
probidticos con Lactobacillus plantarum CECT-7481, Lactobacillus brevis CECT-7480 vy
Pediococcus acidilactici CECT-8633, de manera coadyuvante a la higiene mecanica profesional y
personal, son capaces de reducir el numero de localizaciones con inflamaciéon severa,
comparados con placebo, en pacientes con gingivitis. El uso de probidticos también tuvo un
impacto microbioldgico significativo, ya que se asocié a una reduccién en los recuentos de T.

forsythia.
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Fig.1 Diagrama de flujo de la inclusidn de los pacientes y seguimiento

Seleccién Seleccionados segun los criterios (n=59)

Aleatorizacion (n=59)

v
Asignacion

Asignados a:

Asignados a:

Probidticos + Cuidado estandar (Grupo test) Cuidado estandar (Grupo control) (n=29)

Seguimiento*

[

h 4

Clinico a las 6 semanas (n=29)

Retirados (n=1)

Clinico a las 6 semanas (n=23)

Retirados (n=6)

( Analisis** 1

Analizados (n=29)

Analizados (n=30)
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Tabla 1. indice Gingival (Gl) promedio, desviacién estandar (DE) e intervalo de confianza (IC) al 95%, por

visita, con comparacién intergrupo mediante T de Student para muestras no pareadas.

Visita Probidticos Control

Gl Gl
n DE IC 95% n DE IC 95%
promedio promedio
Dia 0 30 1.65 0.3 1.5 1.8 29 1.62 0.2 15 1.7
Sem 6 29 0.60 02 05 07 23 0.54 03 04 0.7
Dia0-

29 -1.06 03 -1.2 -10 23 -1.08 0.3 -12 -1.0
semb6

18

Student

0.652
0.347

0.480
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Tabla 2. Numero de localizaciones con Gl=3, con comparacion intergrupo con test del Chi cuadrado.

Dia 0

GI=3

GI<3
Semana 6

GI=3

GI<3
Variacion

Gl=3 aldia 0

Gl=3 a las 6 semanas

Probidticos

N=30

263 (8.2%)
2937 (91.8%)

0 (0.0%)
3088 (100%)

263 (100%)
0 (0.0%)

——
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Control

N=29

Chi cuadrado

p
138 (4.4%) <0.0001
30034 (95.6%)
5 (0.2%) 0.0418
2498 (98.8%)
138 (96.5%) 0.0130
5 (3.5%)
)|
)



Tabla 3. indice de Placa (Pll) promedio, desviacién estandar (DE) e intervalo de confianza (IC) 95%, por

visita, con comparacion intergrupo mediante T de Student para muestras no pareadas.

Visita Probiéticos Control T-Student
PIl Pl
n DE IC 95% n DE IC 95% o]
Promedio Promedio
Dia 0 30 1.60 0.2 15 1.7 29 1.55 0.2 15 1.6 0.384
Sem 6 29 1.22 0.2 1.1 1.3 23 1.08 0.3 0.9 1.2 0.059
Dia0-
29 -0.39 0.3 -05 -03 23 -0.44 0.3 -0.6 -03 0.180
Sem6
( |
20
§ J



Tabla 4. indice de Sangrado angulado (AngBS) promedio, desviacion estandar (DE) e intervalo de confianza

(1C) al 95%, por visita, con comparacién intergrupo mediante T de Student para muestras no pareadas.

Visita

Dia O
Sem6
Dia0-

Sem6

30
29

29

Probidticos

AngBS
Promedio
0.57
0.38

-0.20

DE

0.2
0.2

0.2

IC95%
0.5 0.6
0.3 0.5
-0.3  -0.1

21
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29
23

23

Control
AngBS
DE
Promedio
0.57 0.2
0.29 0.2
-0.28 0.2

IC 95%
0.5 0.7
0.2 0.4
-04 -0.2

T-Student

0.929
0.044

0.061

'



Tabla 5. Muestras subgingivales: media, desviacion estandar (DE) e intervalo de confianza (IC) al 95% de

UFC/mL trasformadas logaritmicamente por visitas por especie seleccionada.

P.gingivalis
Dia 0
Semana 6

Variacion

A.actinomycetemcomitans

Dia 0
Semana 6
Variacion
F.nucleatum
Dia 0
Semana 6
Variacion
T.forsythia
Dia 0
Semana 6
Variacion
C.rectus
Dia 0
Semana 6

Variacion

* Diferencia intragrupo con el dia 0 con los ajustes menos estrictos, p<0.05

n

28

Probidticos

Media (DE)

2.61(1.5)
2.24(0.9)
-0.37 (1.2)

2.25(1.3)
1.29 (1.6)
-0.97" (1.3)

4.89 (0.7)
4.79 (0.6)
-0.10 (0.7)

4.40 (1.4)
3.34 (1.5)

-1.06*" (1.6)

3.31(1.1)
3.32(0.8)
0.01 (0.8)

IC95%
20 3.2
19 26
-09 0.1
1.5 3.0
04 22
-1.7 0.2
46 52
46 5.0
-04 0.2
39 49
28 | 3.9
-1.7 04
29 3.7
3.0 | 3.6
-0.3 03

n

23
23

16
16

23
23

21
21

23
23

t Diferencia intragrupo con el dia O con los ajustes mas estrictos, p<0.05

22

——

Control

Media (DE)

3.02(2.2)
2.44(1.2)
-0.58 (2.0)

2.24 (1.0)
1.18 (1.3)
-1.06" (1.3)

4.81(0.8)
4.53(0.8)
-0.28 (0.8)

4.04 (1.9)
3.53(1.6)
-0.51 (2.0)

3.23(1.2)
2.61(1.3)
-0.63 (1.4)

IC95%
2.1 4.0
1.9 2.9
-3.9 2.6
1.7 2.8
0.5 1.9
-1.7  -04
4.4 5.2
4.2 4.9
-0.6 0.1
3.2 4.9
2.8 4.3
-1.4 0.4
2.7 3.8
2.0 3.2
-1.2 0.0

'



Tabla 6. Correlacién de especies individuales con puntuaciones individuales de GI=3 y Gl promedio (Gl)

Localizaciones con GI=3 Gl promedio
Especies bacterianas Coef. Coef.

Spearman ° Spearman P
P. gingivalis 0.284 0.0038 0.053 0.5993
A.actinomycetemcomitans 0.303 0.0185* 0.392 0.0020*
F. nucleatum 0.330 0.0006* 0.176 0.0745
T. forsythia 0.415 <0.0001* 0.301 0.0026*
C. rectus 0.301 0.0019* 0.153 0.1218

* Correlacion estadisticamente significativa
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Tabla 7. Regresion lineal multiple entre especies individuales, visitas y nimero localizaciones asociadas a

Gl=3

Modelo completo

Coeficiente de Correlacion Muiltiple 0.508

R2 (ajustado) 0.3215

F-Fisher 4.03

P 0.0022

Coeficientes DE t P

Interceptacion 7.069 12.966 0.55 0.5880
VISITA -7.736 2.923 -2.65 0.0108
P.gingivalis 0.304 1.026 0.30 0.7679
A.actinomycetemcomitans -0.723 1.054 -0.69 0.4954
F.nucleatum -0.540 3.749 -0.14 0.8859
T.forsythia 2.284 1.239 1.84 0.0711
C.rectus 1.006 2.176 0.46 0.6458

Modelo optimizado (eliminacién hacia atras)

Coeficiente de Correlacion Muiltiple 0.499

R2 (ajustado) 0.259

F-Fisher 16.58

P <0.0001

Coeficientes DE t P

Interceptacion 4.314 3.652 1.18 0.2405
VISITA -5.418 1.658 -3.27 0.0015
T.forsythia 1.937 0.519 3.74 0.0003
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Tabla 8. Regresion lineal miultiple entre especies individuales, visitas y valor promedio de Gl.

Modelo completo

Coeficiente de Correlacion Muiltiple
R2 (ajustado)

F-Fisher

P

Interceptacion

VISITA

P.gingivalis
A.actinomycetemcomitans
F.nucleatum

T.forsythia

C.rectus

Coeficientes
2,587
-1,028
-0,019
0,042
-0,018
0,025
0,020

Modelo optimizado (eliminacién hacia atras)

Coeficiente de Correlacion Muiltiple
R2 (ajustado)

F-Fisher

P

Interceptacion
VISITA

A.actinomycetemcomitans

Coeficientes
2,618
-1,039
0,047

25

0,916

0,829

89,22
<0.0001

DE
0,206
0,048
0,019
0,019
0,056
0,020
0,035

0,913

0,830

267,44
<0.0001

DE
0,078
0,047
0,018

t
12,574

-21,450
-1,030
2,262
-0,317
1,247
0,557

t

33,565

-22,069
2,647

P

<0.0001

<0.0001
0,3056
0,0258
0,7522
0,2152
0,5789

P
<0.0001
<0.0001

0,0094
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