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INTRODUCCION

1.- INTRODUCCION
1.1.- Introduccioén

Los implantes dentales se utilizan para reemplazar los dientes perdidos con el
objetivo de restaurar la funcion masticatoria, la estética y la fonética (1). A
pesar que la terapia implantologica tiene un elevado indice de éxito y
supervivencia, se pueden producir complicaciones biolégicas, biomecanicas,
iatrogénicas y/o estéticas (2-5). El fracaso de los implantes puede estar
asociado al procedimiento quirurgico, a la contaminacion bacteriana, a la
sobrecarga funcional, a la restauracidn protésica y a determinadas condiciones
locales o sistémicas que, junto con la respuesta del huésped, pueden influir en

la progresion de la enfermedad periimplantaria (6,7).

La presencia de placa bacteriana adherida a la superficie de los implantes
puede producir inflamacion de la mucosa periimplantaria y, si no es tratada
adecuadamente, puede evolucionar a la pérdida del hueso periimplantario
(8,9).

La inflamacion de la mucosa periimplantaria sin signos de pérdida Osea
alrededor de un implante en funcion se ha definido como mucositis, mientras
que la presencia de inflamacién con pérdida de hueso marginal periimplantario
como periimplantitis (10). La periimplantitis es una de las complicaciones
biolégicas mas comunes y se considera una de las causas principales de

fracaso implantoldgico (6).

El tratamiento de la patologia periimplantaria implica el desbridamiento
mecanico y la descontaminacién de la superficie del implante con el fin de
reducir la carga bacteriana. La terapia mecanica no quirurgica es eficaz en
mucositis, y no hay consenso sobre si el uso adjunto de antisépticos locales o
antibioticos locales y/o sistémicos mejora los resultados (11-13). Sin embargo,
el tratamiento no quirdrgico tiene un efecto limitado y no predecible en
periimplantitis y, aunque el uso de antisépticos locales o antibiéticos locales y/o
sistémicos pueden mejorar la eficacia de la terapia mecanica, no resuelven

completamente la lesion periimplantaria (11-15).
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El tratamiento quirdrgico de la periimplantitis permite un mejor acceso para la
descontaminacion de la superficie del implante y, si bien parece mejorar las
lesiones periimplantarias, hay evidencia limitada sobre el método de
descontaminacion mas eficaz y sobre el beneficio clinico de las diferentes

terapias quirurgicas (12,16-18).

Debido a la falta de consenso en los protocolos clinicos para el manejo de la
enfermedad periimplantaria, se pone de manifiesto la necesidad de investigar
nuevas alternativas de tratamiento que prevengan la aparicion de las lesiones
periimplantarias y terapias eficaces a largo plazo una vez establecida la
enfermedad (12), como el uso de un agente que contenga bacterias probioticas
que puedan ejercer un papel modulador y protector en la colonizacion
bacteriana patdgena responsable de la mucositis y la periimplantitis.

De acuerdo con Food and Agriculture Organization of the United Nations/World
Health  Organization (FAO/WHO) en 2001, los probidticos son
“microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas,
confieren un beneficio para la salud del huésped” (19). Los beneficios de los
probidticos han sido ampliamente estudiados a nivel sistémico y se ha
demostrado su efecto positivo en diferentes patologias, tales como
determinadas enfermedades gastrointestinales, infecciones urogenitales, etc.
(20,21). También se han observado efectos favorables a nivel oral, en la
prevencion y tratamiento de la enfermedad periodontal (22,23) y periimplantaria
(24), la halitosis (25), la caries (26,27) y la candidiasis oral (28,29).

Varios estudios clinicos han demostrado que la administracion de probidticos
orales, en pacientes con gingivitis o periodontitis, como tratamiento
coadyuvante a la terapia mecanica no quirurgica, mejora los parametros
clinicos, indice de placa, indice gingival, sangrado al sondaje y profundidad de
sondaje (22,23,30,31), la concentracion de bacterias periodontopatogenas,
tales como A. Actinomycetemcomitans, P. gingivalis y P. infermedia (23,32), y
los niveles de citoquinas proinflamatorias (30,33). Sin embargo, existe una
evidencia controvertida y limitada sobre la eficacia de los probi6ticos en la
enfermedad periimplantaria (24,34,35).
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Ademas, algunos estudios in vitro han demostrado el efecto antimicrobiano de
determinadas cepas probidticas sobre periodontopatdogenos orales como A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis y P. intermedia, y su accién puede variar
segun la dosis (36), la secuencia de inoculacion (37) y la cepa del probidtico
administrado (36,38).

Teniendo en cuenta que la placa bacteriana es el factor etiolégico principal de
las enfermedades periodontales y periimplantarias (8,9,39), que los probidticos
aportan un beneficio adicional al tratamiento de la gingivitis y la periodontitis
(22,23) y que la microbiota es similar entre dientes e implantes tanto en salud
como en enfermedad (40-43), sugerimos la introduccion de bacterias
probioticas, como agentes inhibidores del crecimiento de las bacterias
periodontopatdégenas en el manejo de la enfermedad periimplantaria, con el fin
de obtener una microbiota compatible con salud periimplantaria. La
administracién de probidticos orales podria ser una herramienta util, tanto a
nivel preventivo como terapéutico, puesto que podria tener un efecto
modulador sobre la composicion del biofilm bacteriano que se adhiere a la
superficie de los implantes.

Por este motivo, el objetivo del presente estudio fue evaluar clinica y
microbiolégicamente el efecto del probidtico oral Lactobacillus reuteri Prodentis
(PerioBalance®, Sunstar, Suiza) en implantes con mucositis o periimplantitis.
La evidencia limitada in vitro e in vivo sobre el efecto de las bacterias
probidticas a nivel periimplantario, crea la necesidad de realizar estudios que
aclaren el efecto de los probioticos como tratamiento coadyuvante a la terapia
mecanica de la mucositis y la periimplantitis. Este ensayo podria darnos
informacion de la modulacion microbiana que genera la presencia de
Lactobacillus reuteri en la microbiota subgingival, creando una posible via para
la prevencidon y ofreciendo una alternativa como tratamiento coadyuvante de

las enfermedades periimplantarias.
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1.2.- Justificacion

La necesidad de realizar este estudio se basa en cuatro aspectos
fundamentales: la alta prevalencia de la mucositis y la periimplantitis, la falta de
consenso en el tratamiento de la periimplantitis, el beneficio que aportan los
probidticos en el tratamiento de la enfermedad periodontal y la evidencia
limitada del efecto de los probiéticos en el tratamiento de la enfermedad

periimplantaria.

Alta prevalencia de la mucositis y periimplantitis

La tasa de supervivencia de los implantes es elevada y va disminuyendo a lo
largo del tiempo debido a la aparicion de complicaciones biologicas y
biomecanicas, siendo del 95.4% a los 5 afios, del 92.8% a los 10 afos (44) y
del 82.9% a los 16 afios (45). La prevalencia de la mucositis es alta y esta
presente entre el 19 y el 65% de los pacientes, siendo la media del 42.9% y la
prevalencia de la periimplantitis esta entre el 1 y el 47% de los pacientes,
siendo la media del 21.7% (46).

Falta de consenso del tratamiento de la periimplantitis

Los métodos utilizados tradicionalmente para el manejo de la enfermedad
periimplantaria se basan en eliminar el biofim bacteriano mediante el
desbridamiento mecanico de la superficie del implante y la administracion
coadyuvante de agentes quimicos (antisépticos locales y antibidticos locales o
sistémicos) (11,12,14,15).

El tratamiento mecanico no quirurgico es eficaz en mucositis, pero no en
periimplantitis (11-13) y, por este motivo, se han desarrollado técnicas
quirurgicas para el tratamiento de la periimplantitis, tales como la cirugia de
acceso, resectiva o regenerativa, junto con métodos adicionales de
descontaminacion de la superficie de los implantes (11-13,16,17). Sin
embargo, no hay suficiente evidencia cientifica que describa si hay un método
de descontaminacién superior a otro y existe falta de consenso en los

protocolos del tratamiento quirdrgico de la periimplantitis (12,16,17).
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Por todo ello, surge la necesidad de investigar nuevas alternativas de
tratamiento que ayuden en la prevencion y el tratamiento de la patologia

periimplantaria.

Antecedentes del tratamiento de la enfermedad periodontal con probidticos

La evidencia cientifica extraida de una revision sistematica y dos metaanalisis
recientes (27,47,48) expone que la administracion de probidticos orales, como
agentes coadyuvantes a la terapia mecanica no quirurgica de la gingivitis y la
periodontitis, podria mejorar los parametros clinicos y microbioldgicos,

especialmente en periodontitis crénicas y en bolsas periodontales profundas.

Teniendo en cuenta los resultados positivos del uso de probidticos en el
tratamiento de la gingivitis y la periodontitis (22,23) y la similitud de la
microbiota entre dientes e implantes (40—43), sugerimos el uso del probiotico
oral Lactobacillus reuteri Prodentis (PerioBalance®, Sunstar, Suiza), como
tratamiento coadyuvante a la terapia mecanica de la mucositis y la
periimplantitis, con el fin de modular la colonizacion bacteriana y conseguir una

microbiota subgingival compatible con salud periimplantaria.

Antecedentes del tratamiento de la enfermedad periimplantaria con probiodticos

Hasta la actualidad, solo se han publicado dos estudios clinicos (24,34) que
evaluen el efecto del probidtico oral Lactobacillus reuteri a nivel periimplantario.
Flichy-Fernandez et al. (24) demostro que la administracion del probidtico,
después de una profilaxis supragingival, mejoraba los parametros clinicos, los
niveles de citoquinas proinflamatorias y el volumen del fluido gingival crevicular,
tanto en implantes sanos como con mucositis. Por contra, Hallstrom et al. (34)
no encontré diferencias estadisticamente significativas entre administrar
tratamiento probidtico o placebo tras el desbridamiento mecanico de implantes
con mucositis, ni a nivel clinico y microbiologico ni a nivel de los mediadores
inflamatorios. Hay un estudio reciente (35) que valoré el efecto del probidtico L.
plantarum y L. brevis en combinacion con el tratamiento mecanico y
fotodinamico de implantes con mucositis y no observo diferencias clinicas entre

el tratamiento probidtico y placebo a lo largo del tiempo.
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La falta de evidencia cientifica y la heterogeneidad de los resultados publicados
ponen de manifiesto la necesidad de realizar mas estudios que valoren la
efectividad del Lactobacillus reuteri Prodentis en implantes con mucositis o
periimplantitis y asi desarrollar nuevos protocolos preventivos y terapéuticos en

la enfermedad periimplantaria.
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2.- FUNDAMENTOS
2.1.- Enfermedad periimplantaria
2.1.1.- Concepto y prevalencia

El tratamiento implantologico se ha convertido en una terapia habitual para la
rehabilitacion de pacientes parcial o totalmente desdentados (10). A pesar de la
elevada tasa de éxito y supervivencia que presentan los implantes dentales,
diversos estudios han demostrado que no estan exentos de complicaciones
(5,44,45). Estas complicaciones pueden ser de origen biolégico, biomecanico,
iatrogénico o estético (5,6). Dentro de las complicaciones biolégicas se
distingue el “fracaso implantologico temprano”, que se produce antes de la
carga funcional, y el “fracaso implantologico tardio”, que ocurre después de la
carga funcional (49). El trauma quirurgico, la alteracion de la cicatrizacion, la
falta de estabilidad primaria, la sobrecarga temprana y la infeccion parecen ser
las causas principales del fracaso de implantes temprano (5,6). Por otro lado, la
periimplantitis y la sobrecarga oclusal son los factores etiolégicos mas
importantes del fracaso de implantes tardio, teniendo en cuenta que el disefio
del implante, la restauracion protésica y los factores relacionados con el
huésped también pueden influir en dicho fracaso (5,6).

La enfermedad periodontal (gingivitis y periodontitis) es una condicion
inflamatoria que afecta a los tejidos que rodean el diente, cuyo factor etiologico
principal es la presencia de placa bacteriana en forma de biofilm supra y/o
subgingival (50). La gingivitis esta caracterizada por la existencia de
inflamacion gingival sin signos de pérdida de soporte periodontal, mientras que
la periodontitis es una enfermedad progresiva y destructiva que afecta a los
tejidos de soporte de los dientes, produciendo inflamacién gingival y pérdida de
insercion y de hueso alveolar (51). El proceso inflamatorio que se produce en la
enfermedad periodontal se desarrolla de una manera similar alrededor de los
tejidos que rodean a los implantes dentales. Asi pues, la enfermedad
periimplantaria es una lesién inflamatoria que afecta a los tejidos de soporte de
los implantes e incluye la mucositis y la periimplantitis. La mucositis se define

como la presencia de inflamacidon en la mucosa periimplantaria sin signos de
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pérdida de soporte 6seo alrededor de un implante en funcion, mientras que la
periimplantitis, ademas de la inflamacion de la mucosa periimplantaria,
presenta pérdida del hueso de soporte después del remodelado 6seo biologico
inicial (10).

En la literatura se han propuesto diferentes definiciones para mucositis y
periimplantitis (10,52-55) y aun no se ha instaurado un consenso en el umbral
de los parametros clinicos y radiograficos a evaluar para establecer el
diagnostico concreto de cada una de estas entidades patoldgicas (56). Por este
motivo, el rango de prevalencia de las enfermedades periimplantarias es
amplio, y puede variar segun el criterio diagnostico utilizado para definir y
clasificar la mucositis y la periimplantitis. El metaanalisis mas reciente que
evalua la prevalencia de las lesiones periimplantarias muestra un rango entre el
19% y el 65% de los pacientes en el caso de la mucositis, y entre el 1% vy el
47% en la periimplantitis, estimando una prevalencia media de la mucositis y

de la periimplantitis del 42.9% y 21.7%, respectivamente (46).
2.1.2.- Etiologia y factores de riesgo

La placa bacteriana es el factor etiologico principal en el desarrollo de la
infeccion periimplantaria (8,9,39) y la respuesta del huésped determinara la
progresion de la misma. En consecuencia, hay tres factores que hay que
considerar para determinar si la enfermedad periimplantaria se desarrollara en
un sujeto: la susceptibilidad del huésped, la presencia de especies
periodontopatdégenas y la presencia de bacterias beneficiosas.

La adhesién del biofiim bacteriano a la superficie del implante produce
inicialmente mucositis, desencadenando una respuesta en el huésped similar a
la gingivitis (8). Si este biofilm persiste en el tiempo puede evolucionar a
periimplantitis, siguiendo la misma secuencia de progresién que de gingivitis a
periodontitis (57,58). Sin embargo, la disposicién paralela de las fibras de
colageno desde la cresta alveolar hasta el margen gingival debido a la
ausencia del cemento radicular (59) y la menor vascularizacién de la mucosa
periimplantaria debido a la ausencia del ligamento periodontal (60) hacen que,

ante la presencia de placa bacteriana, se produzca una respuesta inflamatoria
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mas pronunciada y una progresidon mas rapida en implantes que en dientes
(58).

Se han descrito factores de riesgo locales y sistémicos que pueden hacer al
huésped mas susceptible a desarrollar enfermedad periimplantaria y pueden
influir en el mantenimiento a corto y a largo plazo de los tratamientos
implantolégicos. Entre ellos se destacan el mal control de placa (61), la historia
previa de periodontitis (45,62), el tabaco (63), la diabetes mellitus no controlada
(61), la susceptibilidad genética (64), el consumo de alcohol (65), la ausencia
de mucosa queratinizada (66), las caracteristicas de la superficie del implante
(67,68) y la restauracion protésica (presencia de cemento residual, restauracion
sobrecontorneada, ajuste inadecuado de la protesis, protesis no higienizable,
sobrecarga oclusal, etc.) (69). La sobrecarga oclusal tiene un papel relevante
en la pérdida Osea periimplantaria y existen estudios que demuestran que
dicha destruccion puede empezar incluso sin la presencia de placa bacteriana
adherida a la superficie del implante (70-73).

Es necesaria una correcta planificacion previa a la colocacion de los implantes,
teniendo en cuenta la cantidad y calidad del hueso receptor, el disefio del
implante, la localizacién y posicion del implante, la técnica quirurgica utilizada,
etc, ya que éstos tienen que absorber altas cargas funcionales. Ademas, es
muy importante realizar una prétesis sobreimplante con un disefio que permita

una correcta higienizacion de la misma.
2.1.3.- Microbiologia periimplantaria

La cavidad oral puede llegar a albergar multitud de especies bacterianas.
Socransky et al. (74) clasifico las especies bacterianas que forman la placa
dental en complejos microbianos: azul (Actinomyces ssp.), amarillo
(Streptococcus ssp.), verde (E. corrodens, Capnocytophaga ssp.), lila (V.
parvula y Actinomyces odontolyticus), naranja (P. micros, Eubacterium
nodatum, Fusobacterium ssp., Prevotella ssp. y Campylobacter ssp.) y rojo (P.
gingivalis, T. denticola y T. forsythia). Los colonizadores tempranos
corresponden a los complejos azul, amarillo, verde vy lila, los intermedios al

complejo naranja y los tardios al complejo rojo (74) (véase Figura 1).
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C. rectus
C. gracilis

F. nucleatum ssp.

(F. nucleatum polymorphum)
P. intermedia

P. nigrescens
Peptostreptococcus. micros

Streptococcus ssp.
(S. mitis)

S. constellatus E. nodatum

C. showae

E. corrodens
C. gingivalis
C. sputigena
C. ochraceae
C. concisus
A. actinomycetemcomitans

Figura 1. Diagrama de los complejos microbianos en el biofim oral. Los
complejos azul, amarillo, verde y lila corresponden a los colonizadores
tempranos, el naranja a los intermedios y el rojo a los tardios.

La mayoria de estudios describen que la composicion de la microbiota a nivel
subgingival es similar entre dientes e implantes, tanto en condiciones de salud
como enfermedad (40,41,43,75). No obstante, se han observado algunas
diferencias en la especificidad bacteriana entre dientes e implantes. En la
microbiota periimplantaria se han detectado especies bacterianas oportunistas
que no encontramos normalmente en la flora periodontal, tales como
Staphylococcus ssp., Enterobacteriaceae ssp., Pseudomonas ssp. y Candida
ssp (42,76).

2.1.3.1.- Microbiota asociada a tejidos periimplantarios sanos

Los estudios microbioldgicos han descrito que la composicidn de la microbiota
asociada a la salud periimplantaria estd compuesta predominantemente por
altas proporciones de cocos y bacilos gram-positivos facultativos, pero también
se pueden encontrar bajas proporciones de espiroquetas y bacilos gram-
negativos anaerobicos (77). Tras la exposicion de un implante a la cavidad oral
se forma la pelicula adquirida, que crea una interfase entre la superficie del
implante y los colonizadores iniciales. Se ha observado que la colonizacion
bacteriana ocurre 30 minutos después de la exposicion de un implante a la
cavidad oral (78) y éstas bacterias crean las condiciones para que se produzca
la sucesion bacteriana (74).

30 | Marta Galofré Mercadé



FUNDAMENTOS

2.1.3.2.- Microbiota asociada a enfermedades periimplantarias

La sucesion bacteriana es la adhesion y proliferacion secuencial de especies
bacterianas pertenecientes a los complejos bacterianos previamente descritos,
de manera que se produce un cambio progresivo en la microbiota subgingival
periimplantaria, pasando de bacterias aerdbicas gram-positivas a anaerdbicas
gram-negativas (79).

La composicién de la microbiota asociada a la mucositis es dificil de describir
debido a la escasez de literatura, pero muestra un descenso en la proporcion
de cocos y bacilos gram positivos y un aumento en la proporcion de
espiroquetas y bacilos gram-negativos anaerobicos (80,81). Hay un estudio
(81) que demuestra que los implantes con mucositis presentan bacterias del
complejo rojo, P. gingivalis, T. denticola y T. forsythia, y que la proporcion de
éstas aumenta con la severidad de la enfermedad. Ademas, otro estudio (80)
mostré una mayor proporcion de las bacterias del complejo rojo en mucositis
(11%) que en implantes sanos (1%), siendo mas elevada en implantes con
periimplantitis (25%).

La composicién de la microbiota asociada a periimplantitis esta formada por
elevadas proporciones de bacilos gram-negativos anaerobicos y espiroquetas
(79). En la mayoria de los casos la composicion del biofilm en la periimplantitis
es similar a la periodontitis, predominando las bacterias del complejo rojo (P.
gingivalis, T. denticola, T. forsythia) y naranja (P. nigrescens, C. rectus y
Fusobacterium ssp.) (42,77). Los patogenos del complejo rojo han sido
descritos como los mas agresivos y estan fuertemente relacionados con la
destruccion o6sea (74,82). También se ha observado la presencia de A.
actinomycetemcomitans y E. corrodens como microbiota asociada a la
periimplantitis (83,84). Ademas, se han detectado especies bacterianas no
vinculadas a la periodontitis, tales como Staphylococcus ssp.,
Enterobacteriaceae ssp., Pseudomonas ssp. y Candida ssp (42,76).
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2.1.4.- Diagnostico

El diagnéstico de las enfermedades periimplantarias es fundamentalmente
clinico y radiologico y se puede complementar con tests microbiolégicos y
analisis del fluido crevicular periimplantario (85).

El sondaje periimplantario, utilizando un fuerza ligera de 0.2-0.3N, es una
herramienta esencial para evaluar la profundidad de sondaje y la presencia de
sangrado al sondaje y/o supuracion (86). Después de la conexion protésica
definitiva se debe valorar y establecer el sondaje periimplantario de referencia,
el cual debe ser monitorizado a lo largo del tiempo (54) porque un aumento de
la profundidad de sondaje esta asociado con pérdida de insercién y de hueso
alrededor del implante (9,39). Ademas, la presencia de sangrado al sondaje es
un predictor clinico de progresion de la enfermedad periimplantaria (87) y la
ausencia de sangrado al sondaje en pacientes no fumadores es un indicador

de estabilidad periimplantaria (88).

Para evaluar el patron y extension de la pérdida 6sea marginal periimplantaria
es necesario la realizacion de pruebas radiograficas. El nivel 6seo se debe
registrar mediante una radiografia periapical en el momento de la colocacion de
la proétesis definitiva, para asi poder monitorizarlo a lo largo del tiempo
(54,85,89). En este contexto, es importante distinguir entre el remodelado éseo
inicial que se produce durante la formacion del espacio biolégico y la pérdida

0sea que se puede producir después de la conexidn protésica definitiva.

El analisis de la microbiota subgingival y de los marcadores bioquimicos
secretados a nivel del fluido crevicular periimplantario, como las citoquinas, las
enzimas y las proteasas, pueden ser utilizados como marcadores diagndsticos

para monitorizar la salud periimplantaria (85).

Existen diferentes tipos de tests microbiologicos y la mayoria s6lo detectan la
presencia de las bacterias mas frecuentemente asociadas con la periodontitis y
la periimplantitis, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia y T.
denticola. Sin embargo, el test utilizado en este estudio, Guidor Perio-Implant
Diagnostic Test® (Sunstar S.A, Suiza), identifica y cuantifica el numero total de
las siguientes especies bacterianas, A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, P.
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gingivalis, T. denticola, P. intermedia, P. micros, F. nucleatum, C. rectus y E.
corrodens. La cuantificacion de la carga bacteriana total se realiza mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (Real-Time PCR), utilizando
sondas sintéticas especificas del gen 16S del acido ribonucleico ribosémico
(ARNr) de las bacterias, lo que hace que sea una técnica muy sensible y
altamente especifica para especies bacterianas individuales.

2.1.5.- Tratamiento

En el tratamiento de las enfermedades periimplantarias es imprescindible el
desbridamiento mecanico y la descontaminacion de la superficie de los
implantes. Se han propuesto terapias coadyuvantes, como los antibiéticos y los
antisépticos, para mejorar la eficacia del desbridamiento mecanico en la
reduccion de la carga bacteriana a un nivel compatible con la salud

periimplantaria (12).

La terapia mecanica no quirurgica es eficaz en mucositis y no esta claro si el
uso adjunto de antisépticos locales o antibiéticos locales y/o sistémicos mejora
los resultados (11-13). Sin embargo, la terapia no quirurgica tiene una eficacia
limitada e impredecible en periimplantitis (11-13) y el uso adjunto de
antisépticos o antibidticos locales y/o sistémicos pueden mejorar los
parametros clinicos pero no resuelven totalmente la lesidén periimplantaria (11—
13).

La terapia quirurgica de la periimplantitis permite un mejor acceso a la
superficie del implante para una adecuada descontaminacion de la misma (52).
Existen diferentes técnicas quirurgicas para el tratamiento de la periimplantitis,
tales como la cirugia de acceso, resectiva o regenerativa, y distintos métodos
de descontaminacion de la superficie de los implantes (11-13,16,17), pero no
hay un método de descontaminacion superior a otro (12,17).

Existe falta de consenso en los protocolos del tratamiento quirurgico de la
periimplantitis y hay evidencia limitada entre si es mejor realizar tratamiento
quirurgico regenerativo o no regenerativo (18). El tratamiento quirdrgico no
regenerativo, que incluye la cirugia de acceso o el colgajo apicalmente

posicionado con cirugia 6ésea y con o sin implantoplastia, se realiza cuando
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existen defectos supradseos o infradseos no candidatos a regenerar. Estudios
recientes demuestran que el tratamiento quirurgico no regenerativo, aunque
tiene una eficacia limitada y es impredecible, si se realiza junto con la
implantoplastia o el uso adjunto de antibidticos sistémicos, disminuye la
inflamacion de la mucosa periimplantaria y la profundidad de sondaje y, por
consiguiente, puede frenar la progresion de la periimplantitis (16). Por otro lado,
la terapia quirurgica regenerativa se realiza con el fin de reconstruir los
defectos infradseos periimplantarios, siendo recomendable realizar Ia
implantoplastia del componente supradseo (90,91). El tratamiento quirurgico
regenerativo es una terapia que mejora de manera predecible los parametros
clinicos y radiograficos de los implantes con periimplantitis (18) y el grado de
regeneracion periimplantaria conseguido variara segun la seleccion del defecto,
el uso y tipo de injerto 6seo o membrana, los factores locales y sistémicos del
paciente, etc (17). No obstante, no se han observado diferencias entre utilizar
un injerto 6seo con o sin membrana o sumergir o no los implantes durante el

periodo de cicatrizacion (18).

El objetivo principal del tratamiento de la mucositis y la periimplantitis es reducir
la colonizacion bacteriana de la superficie del implante. Sin embargo, también
deberiamos anadir como objetivo conseguir una ecologia que suprima la flora
anaerobica subgingival. Por este motivo, surge la necesidad de investigar
nuevas alternativas de tratamiento que ayuden en la prevencion y el

tratamiento de la patologia periimplantaria.
2.2.- Probiéticos
2.2.1.- Historia y concepto

El término "probidtico" proviene del griego y significa "pro vida", es decir, que
favorece la vida. Como un antonimo del término "antibiético”, fue introducido
por primera vez por Lilly y Stillwell en 1965 como un "factor de origen
microbiolégico que estimula el crecimiento de otros organismos" (92). Sin
embargo, el uso de microorganismos para promover la salud ha sido utilizado
desde la antiguedad. La literatura clasica romana explicaba cémo la comida

fermentada con microorganismos se utilizaba como un agente terapéutico (93).
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Desde 1965, se han propuesto varias definiciones para los probiéticos (94—-96).
En 1989, Roy Fuller anadié a la definicién de los probidticos que, ademas de
estimular el crecimiento de otras bacterias, éstos eran beneficiosos para la
salud del huésped (95). La definicion actual de los probidticos es la
consensuada por la Organizacion Mundial de la Salud en 2001 como
“microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas,
confieren un beneficio para la salud del huésped” (19). No obstante, esta
definicion seguira evolucionando a medida que aprendamos mas acerca de las

acciones de los probidticos y sus interacciones con el huésped.

Los probidticos deben ser seguros, libres de efectos adversos, resistentes a la
secrecion gastrica y/o biliar, capaces de adherirse a las células epiteliales,
tener actividad antimicrobiana, proceder de cepas humanas aisladas de
humanos sanos y contener un numero adecuado de cepas viables que

permanezcan estables durante la vida util del producto (97).

Los probidticos mas comunmente utilizados son las especies de Lactobacillus 'y
Bifidobacterium (21,98). En el presente estudio, se utiliz6 una combinacién de
dos cepas de Lactobacillus reuteri (1x108 células vivas de DSM 17938 y 1x10°
de ATCCPTA 5289).

2.2.2.- Mecanismos de accion

Los probidticos son microorganismos vivos no patogenos (levaduras y/o
bacterias) que aportan un beneficio a la salud del huésped a través de tres
mecanismos de accion: estimulando los sistemas inmunitarios innato y
adquirido, inhibiendo los agentes patogenos y favoreciendo la proliferacion de
la microbiota beneficiosa (21,99).

Modulacion de la respuesta inmunitaria innata y adquirida del huésped.

Las bacterias beneficiosas pueden modular el sistema inmune y producir una
accion anti-inflamatoria. Por un lado, la modulacion del sistema inmunolégico
innato se produce porque los probioticos favorecen la fagocitosis de los
patogenos, a través del aumento de la capacidad fagocitica de los macréfagos

(100) y de la estimulacién de la expresion de los receptores de la fagocitosis de
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los neutrofilos (101), y modifican la produccion de citoquinas que, a su vez,
éstas pueden ser las responsables de mejorar la actividad de las células nulas
(102). Por otro lado, la modulacién del sistema inmunoldgico adquirido se
produce debido a que los probidticos estimulan la produccidén de anticuerpos.
La literatura reporta que las bacterias probidticas o sus productos (metabolitos,
componentes de la pared celular y ADN) pueden ser reconocidos por las
células epiteliales e inmunoldgicas del huésped (103).

Inhibicidon de los agentes patdgenos y proliferacion de la microbiota beneficiosa

Los probioticos tienen la capacidad de inhibir a los agentes patdgenos y
favorecer la proliferacion de la flora beneficiosa a través de dos mecanismos de
accion: produciendo sustancias antimicrobianas y compitiendo por el mismo

habitat y nutrientes esenciales.

Las bacterias probidticas secretan compuestos que actuan como agentes
antimicrobianos, tales como el acido lactico, el peroxido de hidrogeno y las
bacteriocinas (104). Estos agentes antimicrobianos pueden inhibir el
crecimiento de las bacterias periodontopatogénicas a través de diferentes vias
(105,106). Por ejemplo, los acidos grasos de cadena corta, tales como el acido
lactico, pueden traspasar la membrana de la célula bacteriana, acidificar el
citoplasma e inhibir la proliferacion bacteriana (106).

El principio de exclusion competitiva, también conocido como la Ley de Gause,
soporta que dos especies que compiten por los mismos recursos no pueden
coexistir de forma estable si los demas factores ecologicos permanecen
constantes. Asi pues, un competidor dominara al otro, produciendo la extincion
del segundo competidor o llevandolo a cambiar de nicho. Cabe destacar que
las bacterias beneficiosas utilizan este mecanismo de exclusién competitiva de
dos maneras. Por un lado, los probiéticos pueden obstaculizar la adhesion de
los patégenos de forma pasiva ocupando un nicho o de forma activa limitando
su capacidad de adhesion, por ejemplo, a través de la liberacién de
biosurfactantes (107). Por otro lado, las bacterias probidticas pueden competir

con las patdogenas porque necesitan los mismos nutrientes o productos
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quimicos para su crecimiento, y asi limitan el desarrollo de una especie

bacteriana determinada (108).
2.2.3.- Efectos sistémicos

Existen numerosos estudios que describen el uso de los probidticos en varios
campos de la medicina. Los probiéticos han sido tradicionalmente aplicados a
nivel gastrointestinal y se ha observado su efecto beneficioso en la prevencion
y tratamiento de la enterocolitis necrotizante (109-112), las diarreas asociadas
a antibioticos (113-115) o a quimioterapia (116), las diarreas infecciosas
(117,118), la erradicacion de la Helicobacter pylori (119-122), el sindrome del
colon irritable (123), la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa (124).

También existen estudios en otras areas médicas que avalan el uso de los
probiodticos en la prevencidon y tratamiento de infecciones respiratorias (125—
127), reacciones alérgicas y enfermedades dermatoldgicas (128,129). Ademas,
se estan estudiando futuras aplicaciones en enfermedades autoinmunes, como
la artritis reumatoide (130,131), el cancer (132), las enfermedades hepaticas
(133,134) y las infecciones urogenitales (135,136).

2.2 .4 - Efectos en la cavidad oral

El estudio de los probidticos a nivel de la salud general se ha extrapolado a la
salud oral porque la cavidad oral no es un compartimento aislado, sino que
forma parte del sistema digestivo y ademas comunica con el resto del cuerpo a
través de diferentes estructuras anatomicas, tales como el sistema respiratorio
y circulatorio, donde se ha demostrado que el uso de los probiodticos es
beneficioso (99). La cavidad oral es un ecosistema complejo donde hay una
gran diversidad de especies bacterianas, con diferentes necesidades
nutricionales, atmosféricas y fisicoquimicas, y un pH muy variable. Por tanto,
las bacterias probidticas orales deben tener la capacidad de adherirse a los
tejidos orales, colonizar, formar parte del biofilm oral, competir con otras
bacterias por los mismos nutrientes o habitat, ocupando el espacio de los
patdgenos y previniendo su crecimiento, y producir sustancias antimicrobianas.
Ademas, no deben fermentar azucares para no disminuir el pH de la cavidad
oral y, consecuentemente, aumentar el riesgo de caries (137,138).
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2.2.4.1.- Probidticos y Halitosis

En el 90% de los casos la halitosis es de origen intraoral, debido a bacterias
que residen principalmente en el dorso de la lengua y en las bolsas
periodontales, y en el 10% restante la causa es extraoral, de origen

respiratorio, digestivo, etc (139,140).

La principal fuente de halitosis intraoral es la lengua porque la carga bacteriana
lingual es mas alta que la carga bacteriana de las bolsas periodontales. Esto es
debido a que el area de la superficie lingual es mayor y, por tanto, puede
retener mas bacterias, y a que éstas tienen mayor disponibilidad de nutrientes
para degradar a moléculas malolientes. Ademas, hay que tener en cuenta que
la cantidad de bacterias presentes en la lengua es mas elevada en pacientes
con periodontitis que en sanos (139).

Las bacterias anaerobias gram-negativas son las principales responsables de
la halitosis. Durante el proceso de putrefaccion bacteriana, los péptidos y
proteinas presentes en la saliva, los restos de comida, el fluido crevicular
gingival, la placa interdental, las células epiteliales desprendidas, etc. se
hidrolizan en aminoacidos que pueden contener sulfuro o no. La degradacion
proteolitica de los aminoacidos que contienen sulfuro (cisteina, cistina y
metionina), por bacterias gram-negativas, producen compuestos de azufre
volatiles, tales como el sulfato de hidrégeno, el metil-mercaptano y el dimetil-

sulfuro, que daran origen al mal olor (141).

El tratamiento de la halitosis de origen intraoral incluye el tratamiento de la
enfermedad periodontal y de las caries, instrucciones de higiene oral, cepillado
lingual, enjuagues antimicrobianos y modificacion de la dieta con el fin de
disminuir la flora proteolitica y anaerébica (142). Se ha sugerido otra via de
tratamiento de la halitosis que es la colonizacion preventiva de la cavidad oral
con bacterias beneficiosas, ya que los probidticos pueden reemplazar las
bacterias implicadas en la halitosis (143) o inhibir su crecimiento secretando
agentes antimicrobianos como el peroxido de hidrogeno (144), bacteriocinas,
etc. y, por tanto, tener una aplicacion potencial como agentes coadyuvantes,
tanto para el tratamiento como para la prevencion de la halitosis (25,143,145).
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2.2.4.2.- Probidticos y Candidiasis

La candidiasis oral es la micosis mucocutanea mas frecuente de la faringe y la
cavidad oral. Se produce por el género Candida, que se encuentra en el 63%
de la poblacién general como un organismo comensal comun (146). La
transformacion de organismo comensal a patégeno se origina por la influencia
de factores predisponentes del huésped y factores modificadores del medio
ambiente de la cavidad oral. Estos factores incluyen la disfuncion endocrina,
depresion de la médula 6sea, inmunodeficiencia, enfermedades malignas,
deficiencias nutricionales, radioterapia, protesis desajustadas, xerostomia y
farmacos como los antibidticos, corticoesteroides, antidepresivos,
inmunosupresores, etc. (147).

Hasta la actualidad, los agentes quimioterapéuticos, tales como los azoles o la
nistatina, se han utilizado como tratamiento antifungico debido a su efecto
beneficioso en la reduccidn de las infecciones invasivas por candidas
(148,149). Sin embargo, los hongos han desarrollado sofisticados mecanismos
de resistencia, creando la necesidad de buscar tratamientos alternativos para
el control de la candidiasis oral, como el uso de probidticos (150).

Los probidticos utilizan diferentes mecanismos de accion contra las candidas,
tales como competir por el mismo nicho y nutrientes y alterar su adhesion
(151), producir compuestos antimicrobianos como el peréxido de hidrogeno o el
acido lactico (152) y/o modular la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa,
estimulando la fagocitosis, promoviendo la produccion de citoquinas e
induciendo la secrecion de anticuerpos como la inmunoglobulina A (153,154)

Estudios in vitro y experimentales han demostrando que los probiéticos pueden
inhibir la adhesion, modular la colonizacion y el crecimiento de Candida
albicans en el medio oral y, por tanto, impedir la formacion de biofilms (155—
157). Ademas, los estudios clinicos, aunque presentan un disefio heterogéneo
y de corto tiempo de seguimiento, indican el uso de probiodticos para controlar
la concentracion de candidas en la cavidad oral y asi prevenir la aparicion de
candidiasis oral y mejorar las condiciones clinicas una vez establecida (28,29).
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2.2.4.3.- Probidticos y caries

La caries dental es una de las patologias prevenibles mas comunes en
humanos (158). La ultima encuesta de salud bucal realizada en Espafia en
2015 muestra que la prevalencia de la caries dental aumenta con la edad,
siendo del 31.5% en denticion temporal a los 5-6 anos, del 33.3% en denticion
permanente a los 12 afos, del 43.2% a los 15 afos, del 95% entre los 35 y 44
afnos y alcanzando el 99.5% a partir de los 65 afos (159).

La caries dental es una enfermedad multifactorial causada por la interaccion
entre las bacterias cariogénicas adheridas a las superficies dentales
(principalmente S. mutans y Lactobacillus), una dieta rica en hidratos de
carbono y otros factores del huésped, como la tasa de secrecion de la saliva y
su capacidad neutralizadora (160). La patogénesis de la caries se caracteriza
por un desequilibrio en el medio oral derivado del metabolismo de los azucares
por parte de las bacterias, las cuales producen acidos que originaran una
desmineralizacion del esmalte dental, conduciendo al desarrollo de la lesién de

caries (161).

Para prevenir la aparicién de caries debemos eliminar el biofilm y actuar a nivel
de los factores del huésped y los factores dietéticos. Estos incluyen el control
mecanico y quimico de la placa dental, el uso de fluoruros tépicos y la
supervision dietética (162). Asimismo, para superar las limitaciones del
tratamiento convencional, se ha sugerido el uso de los probiéticos con el fin de
interferir en la colonizacion oral de los patdogenos cariogénicos y de disminuir el

riesgo de aparicion de caries (26,163,164).

Los mecanismos de accidon de los probidticos para prevenir la aparicion de
caries son poco conocidos. Se ha descrito su capacidad para competir con
otros patogenos por los nutrientes y por la adhesidon a la superficie dental,
coagregando con otras bacterias para desarrollar un biofilm, y asi tener un
efecto beneficioso en la prevencion de la caries dental (165-167). Ademas, los
probioticos pueden antagonizar las bacterias cariogénicas, evitar su
proliferacion, produciendo sustancias como la bacteriocina, y modular la

respuesta inmunoldgica e inflamatoria del huésped (166).
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Es muy importante que los probidticos tengan la capacidad de neutralizar un
medio acido y que cuando metabolicen los azucares procedentes de los
alimentos produzcan una minima cantidad de acido (166).

Se han desarrollado estudios in vitro para evaluar cdmo se adhieren los
probidticos a las superficies dentales e interactian con las bacterias
cariogénicas (especialmente S. mutans) y valorar los factores que pueden
modular su actividad. Aunque la terapia con probidticos puede variar entre
individuos y dependera de la cepa utilizada y de ciertas condiciones
ambientales (tiempo, concentracién de células, pH, presencia de calcio, etc),
los resultados indican que las bacterias probioticas pueden sobrevivir y crecer
en la saliva afectando la ecologia oral, previniendo la adhesion y el crecimiento
de otras bacterias (167-172).

Estudios clinicos en humanos han evaluado el efecto de diferentes cepas de
probioticos, Lactobacillus ssp y Bifidobacterium ssp, en la caries dental y han
demostrado que, aunque reducen la cantidad de bacterias cariogénicas,
concretamente S. mutans, la evidencia es limitada a la hora de recomendar
probioticos orales para disminuir el riesgo de caries (26,27). Des del punto de
vista de tratamiento, se ha demostrado que los probidticos tienen la capacidad
de remineralizar una lesién de caries incipiente (173). Sin embargo, la literatura
es muy heterogénea en cuanto a la metodologia, cepas probidticas, vias de

administracion y dosificacion utilizada.
2.2.4.4 .- Probidticos y enfermedad periodontal

La enfermedad periodontal es una condicién inflamatoria que afecta a los
tejidos de soporte del diente. La ultima encuesta sobre salud bucal, realizada
en Espana en 2015, muestra que la prevalencia de la gingivitis es del 51.9-
56.6% y de la periodontitis del 24-37% de los adultos mayores de 35 y 65 afos
respectivamente, siendo avanzada en el 5.5-10% de la poblaciéon. Cabe
destacar que el 19.4% de los adultos mayores de 35 afios y el 11.1% de los
adultos mayores de 65 afios tienen las encias sanas (159).
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La enfermedad periodontal engloba dos entidades patologicas, la gingivitis y la
periodontitis. La gingivitis esta caracterizada por la inflamacion limitada en la
encia sin signos de pérdida de soporte periodontal, mientras que la
periodontitis es una enfermedad que, ademas de la inflamacion gingival,
presenta destruccion de los tejidos de soporte de los dientes incluyendo el
hueso alveolar (51).

El factor etiolégico principal para el desarrollo de la enfermedad periodontal es
la presencia de placa bacteriana (50), pero la influencia de factores genéticos,
ambientales y sistémicos determinaran el desarrollo y la progresion de la
misma. Los principales agentes periodontopatogenos asociados a la
periodontitis son A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. denticola y T.
forsythia (82). Estas bacterias tienen una amplia variedad de capacidades
virulentas que les permite colonizar los tejidos subgingivales y causar dafos
tisulares (74). Por estas razones, los esfuerzos para la prevencion y tratamiento
de la enfermedad periodontal se centran principalmente en la reduccion de los
periodontopatdégenos, contribuyendo asi a la disminucion de la susceptibilidad

a la infeccion.

El tratamiento periodontal convencional implica el desbridamiento mecanico
supra y subgingival para reducir la carga bacteriana total y mejorar los
parametros clinicos (174,175). Dado que los principales patogenos
periodontales pueden escapar del tratamiento, debido a limitaciones
anatomicas y/o de la terapia convencional (176,177), el desbridamiento
mecanico necesita ser combinado con agentes antimicrobianos (antisépticos y
antibioticos) (178,179) y/o cirugia periodontal (180,181). Sin embargo, si el
paciente no tiene un 6ptimo control de placa, la recolonizacion bacteriana y el
restablecimiento de la microbiota subgingival patégena se producira a los dos
meses (182,183).

El crecimiento exponencial de la resistencia a los antibidticos y la posible
sustitucion de bacterias periodontopatdgenas por bacterias beneficiosas,
favorece el desarrollo de enfoques alternativos para el tratamiento de la
enfermedad periodontal.
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Algunos estudios in vitro han demostrado el efecto antimicrobiano de
determinadas cepas probidticas sobre los principales periodontopatégenos
orales asociados a la periodontitis y su accion puede variar segun la dosis (36),
la secuencia de inoculacion (37) y la cepa del probiético administrado (36,38).

Varios estudios clinicos han evaluado el efecto de diferentes cepas de
probioticos en los parametros clinicos y microbiolégicos de pacientes con
gingivitis 'y  periodontitis  (22,23,31-33,138,184,185). A pesar de la
heterogeneidad metodoldgica observada entre estudios, a nivel de la poblacion
incluida, los parametros clinicos y microbiolégicos evaluados, las cepas
probidticas utilizadas, el tiempo de administracion de los probidticos, etc., la
mayoria de las investigaciones muestran que el uso de probioticos, como
tratamiento coadyuvante a la terapia mecanica no quirurgica, proporcionan una
mejora adicional a la terapia no quirtrgica sola (27,48). Este beneficio afiadido
se observa a nivel de la reduccion del indice de placa, indice gingival, sangrado
al sondaje y profundidad de sondaje (22,23,30,31,186), la concentracién de
periodontopatdégenos, tales como A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis 'y P.
intermedia (23,32,187) y los niveles de citoquinas proinflamatorias (30,33).

La mayoria de los estudios clinicos utilizan el probidtico Lactobacillus reuteri
como tratamiento coadyuvante a la terapia mecanica no quirurgica de la
enfermedad periodontal (véase Tabla 1) e incluso hay un metaanalisis reciente
(47) que se realizo a partir de tres estudios y todos utilizaron éste probiotico. El
Lactobacillus reuteri es una bacteria gram-positiva heterofermentativa que,
ademas de ser capaz de adherirse, colonizar los tejidos periodontales y formar
biofilms (188), secreta una gran variedad de compuestos, tales como la
reuterina, la reutericina y la reutericiclina, que tienen efectos inhibitorios y
antimicrobianos contra un amplio espectro de microorganismos, incluyendo
bacterias gram-positivas, gram-negativas, hongos y protozoos (189-191). Asi
pues, tiene la capacidad de inhibir de forma selectiva las principales bacterias
asociadas a la periodontitis y restablecer el equilibrio de la microflora
periodontal (23,32,186,187), ademas de regular el sistema inmunitario,
disminuyendo los niveles de las citoquinas proinflamatorias IL-1 §, IL-8, IL-17 y
TNF-a (30,33).
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AUTOR

Szkarad;(l)emcz el Ince et al. 2015 Tekce et al. 2015

Hallstrom et al. 2013

Teughels et al. 2013

PACIENTES

40 pacientes no
fumadores con
periodontitis cronica
moderada recibieron
RAR vy probiotico o
placebo.

30 pacientes no
fumadores con
periodontitis cronica
moderada recibieron
RAR y probidtico o
placebo.

38 pacientes no
fumadores con
periodontitis cronica
moderada recibieron
RAR y dos semanas

después probidtico
(n=24) o placebo
(n=14).

18 mujeres adultas,
no fumadoras y sin

enfermedad
periodontal. Se
desarrollé una
gingivitis

experimental
durante 3 semanas.

30 pacientes no
fumadores con
periodontitis cronica

recibieron RAR a
boca completa vy
placebo (n=15) o

probidtico (n=15).
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EVALUACION
Clinica y
microbioldgica

(cultivo) a O,

21, 90, 180 y
360 dias.
Clinicay FGC
a0, 21, 90,
180y 360
dias.

Clinica y FGC
a 0, 2 (inicio
del probidtico/
placebo) y 4
semanas.
Clinica, FGC y
microbioldgica
(hibridacion
checkerboard
ADN-ADN) a 0
y 21 dias
Clinica y
microbioldgica
(Real-Time
PCR) a0, 3, 6,
9 y 12
semanas.

DOSIS

2 compr.
al dia
durante

3 sem.

2 compr.
al dia
durante
3 sem.

2 compr.
al dia
durante

2 sem.

2 compr.
al dia
durante

3 sem.

2 compr.
al dia
durante
12 sem.

RESULTADOS
RAR + probidtico:
beneficio adicional en la
reducciéon de IP, IG y PS
que RAR solo hasta 360
dias. Recuento total CFU
y anaerobios estrictos
disminuy6 hasta 180 dias
y se restableci6 a valores
iniciales a los 360 dias.

RAR + probidtico:
beneficio adicional en Gl
y reduccién de IP, IG,
BOP y PS hasta los 360
dias versus RAR sdlo.

RAR + probidtico: mas
mejoria de los parametros
clinicos, BOP, PS, GI que
RAR sdlo.

El uso de probidtico
durante la gingivitis
experimental no afecté

significativamente al
acumulo de placa, Ia
reaccion inflamatoria y la
composicion de la
microbiota supragingival.

A las 12 semanas se
redujeron los parametros
clinicos en ambos grupos.
RAR + probiotico: mayor
disminucion de PS y Gl
en PS = 5mm y reduccidn
adicional de P. gingivalis
versus RAR sélo.
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Vicario et al. 2013

Iniesta et al. 2012

Vivekananda et al. 2010

Sinkiewicz et al. 2010

20 pacientes no
fumadores con
periodontitis cronica
inicial o moderada
recibieron probidtico
(n=10) o placebo
(n=10) sin profilaxis
ni RAR previo.

40 pacientes con
gingivitis. Se realizd
pulido con copa de
goma (no profilaxis)
y se administro
probidtico (n=20) o
placebo (n=20).
Incluyeron pacientes
fumadores.

30 pacientes no

fumadores con
periodontitis cronica
tratados a boca
partida (dos

cuadrantes con RAR
y los otros dos no).

23 pacientes sin
enfermedad
periodontal
recibieron probidtico
o placebo.

Clinica a 0 y 1 compr.
30 dias. al dia
durante
30 dias
Clinica y 1 compr.
microbiologica  al dia
en saliva y durante
subgingival 28 dias
(cultivo y PCR
cualitativa) a 0,
4 y 8
semanas.
Clinica y | 2 compr.
microbiologica | al dia
(cultivo) a 0, durante

21y 42 dias. 21 dias
(del dia
21 al 42)

Clinica y 1 compr.
microbiologica  al dia
(Hibridacién durante
checkerboard 12 sem.
ADN-ADN) en
saliva, placa
supra y
subgingival a 0
y 12 semanas.

Probidtico: mas reduccion
de todos los parametros
clinicos, Pl, BOP y PS
que placebo a los 30 dias.

No hubo diferencias
clinicas de IP e IG entre
probidtico y placebo.

El probiotico disminuyé P.
gingivalis 'y el recuento
total de anaerobios en
saliva a las 4 semanas y
el recuento de P.
intermedia a las 8
semanas.

La reduccién del IP, IG y
BOP fue, de mayor a
menor, RAR+probiético >
probidtico > RAR+placebo
> placebo. La mayor
reduccién de PS y Gl se
obtuvo con RAR +
probidtico.

RAR + probidtico o]
probidtico solo redujo P.
gingivalis, P. Intermediay
A.actinomycetemcomi-
tans. Sin embargo, RAR +
placebo no afecté a los
periodontopatogenos.

Pl aumenté en el grupo
placebo a las 12
semanas, sin cambios en
el probidtico.

L. reuteri no tuvo efecto
en la microbiota supra y
subgingival.
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% fumadores con a0,1, 2y 4 al dia todos los grupos durante
2 gingivitis recibieron semanas. durante 2 semanas, pero solo fue
g probidtico + placebo, 2 sem. significativo en los que
= placebo + placebo o reciben probidtico.

£ probidtico +

g probidtico, sin

= profilaxis previa.

© 59 pacientes con Clinica (IP y 2 compr. IP disminuy6 en el grupo
§ gingivitis recibieron 1G)y salivaa 0 al dia probidtico a los 14 dias
3 probidtico (n=41) o y 14 dias. durante  (no en placebo) e

= placebo (n=18). 2 sem. disminuy6 en los grupos
o probidtico y placebo.

a

4

Tabla 1. Estudios clinicos que utilizan diferentes cepas de Lactobacillus reuteri
en pacientes sanos, con gingivitis o periodontitis

2.2.4.5.- Probidticos y enfermedad periimplantaria

Hasta la fecha existe una evidencia muy limitada sobre el efecto de los
probioticos en las enfermedades periimplantarias y no se han encontrado
estudios in vitro o experimentales que evaluen el efecto de los probidticos en
un biofilm formado sobre la superficie de los implantes. A nivel clinico hay dos
estudios prospectivos, aleatorizados, a doble ciego y controlados por placebo
(véase Tabla 2) que evaluan el efecto del probidtico Lactobacillus reuteri
Prodentis (PerioBalance®, Sunstar/BioGaia, Suiza/Suecia) en implantes sanos
(24) o con mucositis (24,34). Por un lado, Flichy-Fernandez et al. (24), examino
54 implantes sanos de 22 pacientes y 23 implantes con mucositis de 12
pacientes que presentaban como minimo una arcada dental completamente
edéntula rehabilitada con implantes. Tras un mes de realizar la profilaxis
supragingival, administré un comprimido de probidtico al dia durante 30 dias v,
después de 6 meses, realizd el mismo protocolo con placebo. Por otro lado,
Hallstrom et al. (34) seleccion6 49 pacientes con mucositis periimplantaria vy,
tras el desbridamiento mecanico, 25 sujetos recibieron la aplicacion tépica
profesional de un aceite con L. reuteri seguido de la administracion de dos
comprimidos de L. reuteri al dia durante 3 meses, y 24 sujetos recibieron la
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misma pauta con placebo. Ambos estudios demostraron que el tratamiento
probiotico redujo significativamente el IP, IG y PS, los niveles de citoquinas
proinflamatorias y el volumen del FGC, tanto en los implantes sanos (24) como
con mucositis (24,34). Sin embargo, asi como Flichy-Fernandez et al. (24)
observd que la terapia con el probidtico Lactobacillus reuteri Prodentis ofrecia
un beneficio adicional en la reduccion de los parametros anteriormente
mencionados respecto el tratamiento placebo, Hallstrom et al. (34) encontré las
mismas mejorias entre ambos grupos, ademas de no observar ninguna
modificacion a nivel de la composicién de la microbiota subgingival a lo largo
del tiempo. Hay un estudio experimental reciente, aleatorizado, doble ciego y
controlado por placebo (35), que evalua el efecto del probidtico L. plantarum 'y
L. brevis en implantes con mucositis. Se incluyeron 20 pacientes y, tras inducir
la mucositis en un implante por paciente, se realiz6 la terapia mecanica y
fotodinamica y se administro el probidtico oral durante 15 dias. Al mes se
realizoé el mismo protocolo con placebo y no se observaron diferencias clinicas

entre ambos grupos de tratamiento a lo largo del tiempo.
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AUTOR

Flichy-Fernandez et al. 2015

Hallstrom et al. 2015

PACIENTES

34 pacientes no
fumadores y como
minimo 1 arcada
edeéntula. Incluyeron
54 implantes sanos
de 22 pacientes y 23

implantes con
mucositis de 12
pacientes.

Recibieron profilaxis
supragingival y

probidtico o placebo.

49 pacientes con
mucositis recibieron
desbridamiento
mecanico y
probidtico (n=25) o
placebo (n=24).
Incluyeron pacientes
fumadores.

EVALUACION
Clinica y FGC
a0, 30 y 60
dias.

Clinica, FGC y
microbioldgica
(Hibridacién
checkerboard
ADN-ADN) a
0, 30,90y 180
dias.

DOSIS

1 compr.
al dia
durante
30 dias.

2 compr.
aldiay
aceite
tépico
durante
12 sem.

RESULTADOS

Probiético produjo una
disminucion adicional en
IP, IG y PS, volumen del
FGC y niveles de
citoquinas que placebo,
tanto en implantes sanos
como mucositis.

El'IP, BOP, PS, volumen
del FGC y niveles de
citoquinas disminuyeron
en ambos grupos a los 90
dias y se mantuvieron a
los 180 dias. Tampoco
hubo diferencias
microbioldgicas entre
grupos.

Tabla 2. Estudios clinicos que utilizan el Lactobacillus reuteri Prodentis en
pacientes con implantes sanos o mucositis.

La falta de evidencia cientifica y la controversia existente en la literatura sobre

si los suplementos probidticos proporcionan un beneficio adicional al

tratamiento mecanico de la mucositis, ponen de manifiesto la necesidad de

realizar mas estudios que valoren la efectividad del Lactobacillus reuteri

Prodentis en implantes con mucositis o periimplantitis y asi desarrollar nuevos

protocolos preventivos y terapéuticos.
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3.- HIPOTESIS
Hipotesis nulas principales

1.- Hipdtesis nula (Ho): El uso del agente probidtico oral Lactobacillus reuteri
Prodentis, como coadyuvante al tratamiento mecanico, tiene la misma
efectividad clinica que el uso del agente placebo, tanto en los parametros
clinicos generales (indice de placa y sangrado al sondaje) como a nivel de
implantes con mucositis o periimplantitis (indice de placa, sangrado al sondaje
y profundidad de sondaje) de pacientes con antecedentes de enfermedad

periodontal.

2.- Hipotesis nula (Hp): El uso del agente probidtico oral Lactobacillus reuteri
Prodentis, como coadyuvante al tratamiento mecanico, tiene la misma
efectividad en modular la composicién de la microflora subgingival que el uso
del agente placebo en implantes con mucositis o periimplantitis de pacientes
con antecedentes de enfermedad periodontal.

Hipotesis alternativas principales

1.- Hipotesis alternativa (H1): El uso del agente probiotico oral Lactobacillus
reuteri Prodentis, como coadyuvante al tratamiento mecanico, tiene mayor
efectividad clinica que el uso del agente placebo, tanto en los parametros
clinicos generales (indice de placa y sangrado al sondaje) como a nivel de
implantes con mucositis o periimplantitis (indice de placa, sangrado al sondaje
y profundidad de sondaje) de pacientes con antecedentes de enfermedad
periodontal.

2.- Hipotesis alternativa (H4): El uso del agente probiotico oral Lactobacillus
reuteri Prodentis, como coadyuvante al tratamiento mecanico, tiene mayor
efectividad en modular la composicién de la microflora subgingival que el uso
del agente placebo en implantes con mucositis o periimplantitis de pacientes
con antecedentes de enfermedad periodontal.
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4.- OBJETIVOS

Los objetivos principales de este ensayo clinico aleatorizado a triple ciego son:

1.- Evaluar el efecto del probidtico oral Lactobacillus reuteri Prodentis, como
coadyuvante al tratamiento mecanico, en los parametros clinicos generales
(indice de placa y sangrado al sondaje) y a nivel de implantes con mucositis o
periimplantitis (indice de placa, sangrado al sondaje y profundidad de sondaje)

de pacientes con antecedentes de enfermedad periodontal.

2.- Evaluar el efecto del probiodtico oral Lactobacillus reuteri Prodentis, como
coadyuvante al tratamiento mecanico, en la microflora periimplantaria
subgingival de implantes con mucositis o periimplantitis en pacientes con

antecedentes de enfermedad periodontal.

Los objetivos secundarios son:

3.- Evaluar si la administracion del probidtico oral Lactobacillus reuteri

Prodentis causa algun efecto secundario.

4.- Evaluar si los pacientes cumplen con la toma del probidtico oral

Lactobacillus reuteri Prodentis.
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5.- MATERIAL Y METODOS
5.1.- Disefio y poblacion de estudio
Disefo del estudio

El presente estudio fue disefiado como un ensayo clinico prospectivo
controlado, aleatorizado a triple ciego, de disefio paralelo y con un seguimiento
de 3 meses, para evaluar si habian diferencias clinicas y microbiologicas
significativas entre el uso del probiotico oral Lactobacillus reuteri Prodentis
(PerioBalance®, Sunstar, Suiza) o placebo en implantes con mucositis o
periimplantitis de pacientes parcialmente edéntulos con antecedentes de
enfermedad periodontal.

Poblacion de estudio

El Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) de la Clinica Universitaria de
Odontologia de la Universitat Internacional de Catalunya (CUO-UIC) aprob¢ el
protocolo de estudio (Anexo 1 y 2), que fue realizado de acuerdo con los
principios de la Declaracion de Helsinki en experimentacion con seres

humanos.

Los sujetos incluidos en el estudio fueron seleccionados en el Departamento de
Periodoncia de la Clinica Universitaria de Odontologia de la Universitat
Internacional de Catalunya (Sant Cugat del Valles, Barcelona, Espaia), entre
diciembre de 2014 y diciembre de 2016.

Los criterios de inclusion fueron: (1) pacientes adultos con buena salud general,
() no fumadores, (lll) con antecedentes de periodontitis cronica leve-
moderada, de acuerdo con los criterios de la Clasificacion Internacional de
Armitage de 1999 (192), (IV) que presentaran al menos un implante dental en
la boca con una PS de = 4mm junto con BOP y/o supuracion, y con una
restauracion protésica fija definitiva en funciéon durante un minimo de 12
meses, (V) que cumplieran con el programa de mantenimiento periodontal, y
tuvieran disponibilidad a lo largo de todo el periodo de estudio y voluntad y
capacidad para cumplir con el protocolo.
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Los criterios de exclusion fueron: (I) mujeres embarazadas o lactantes, (ll)
sujetos que requirieran profilaxis de endocarditis bacteriana o que hubieran
recibido terapia con antisépticos, probidticos, antiinflamatorios o antibidticos
locales o sistémicos en los ultimos 3 meses, (lll) pacientes que hubieran
recibido tratamiento periodontal quirurgico en los ultimos 6 meses, (V) historia
previa o actual de alcoholismo o tabaquismo, (V) tratamiento con bifosfonatos,
deficiencias neuroldgicas, patologias sistémicas tales como inmunodeficiencias
o diabetes no controlada, enfermedad reumatoide, hepatica, renal,
cardiovascular o infecciosa, radioterapia, quimioterapia, cualquier enfermedad
o medicacion que pudiera afectar a nivel periodontal, (VI) falta de cooperacion
del paciente (incumplimiento con el seguimiento de las instrucciones del
tratamiento y/o incumplimiento en acudir a las visitas) e (VIl) implantes con
presencia de movilidad y/o pérdida 6sea radiografica =2 5mm y/o = 50% de la
longitud del implante.

Durante el periodo de reclutamiento, todos los pacientes que cumplieron los
criterios de inclusion y exclusién recibieron informacion oral y escrita (Anexo 3)
del protocolo de estudio. Una vez comprendieron la informacion dada acerca
de los objetivos, beneficios y/o riesgos del estudio, asi como de sus derechos y
responsabilidades, expresaron voluntariamente su intencidon de participar en la

investigacion firmando el consentimiento informado (Anexo 4).
5.2.- Tamaino de la muestra

El calculo del tamafio muestral del estudio, considerando los implantes con
mucositis o periimplantitis por separado, determin6é que 11 pacientes por grupo
(probidtico o placebo) proporcionaban una potencia estadistica del 95% (alta)
para detectar una diferencia clinica real en la PS entre el grupo probiotico y
placebo de 1 mm, aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo beta inferior a
0.05, en un contraste bilateral, y estimando una tasa de abandono durante el
seguimiento del 10%. Se asumio una desviacion estandar comun de 0.6mm,
extraida de un estudio piloto realizado con doce pacientes del estudio, seis con
mucositis y seis con periimplantitis, de los cuales tres pacientes de cada grupo
recibieron tratamiento probidtico o placebo (www.imim.cat/ofertadeserveis/
software-public/granmo/ versién 7.12, Barcelona, Espania).
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La unidad de estudio fue el paciente, de manera que solo se incluyé un

implante con mucositis o periimplantitis en cada paciente.
5.3.- Tratamiento
Producto probiético

El probiotico PerioBalance® (Sunstar, Suiza) se presentdé en forma de
comprimidos que contenian una combinacion de dos cepas de Lactobacillus
reuteri (1x10% células vivas de DSM 17938 y 1x10® de ATCC PTA 5289).

Los agentes probiotico (Periobalance®, Sunstar, Suiza) y placebo se recibieron
en envases idénticos con cierre inviolable. Simplemente se diferenciaban
porque unos envases estaban codificados como “A” y los otros como “B”,
puesto que unos contenian los comprimidos con probidtico y los otros
contenian los comprimidos placebo. Los comprimidos placebo y probioticos
eran idénticos en aspecto, textura, tamano, color, forma y sabor, unicamente

habia ausencia del Lactobacillus reuteri Prodentis en los comprimidos placebo.
Aleatorizacién

Los pacientes incluidos en el estudio, de acuerdo con los criterios de inclusion
y exclusidn, se clasificaron en funcion de la salud periimplantaria en base a los
criterios de la VIIIl EWP 2012 (55), Atieh et al. 2013 (193) y la AAP 2013 (194):

v" La mucositis se defini6 como una inflamacién de la mucosa con BOP y/o
supuracion, PS =24 mm vy sin evidencia de pérdida ésea radiografica.

v La periimplantitis se defini6 como la presencia de inflamacién de la mucosa
con BOP y/o supuracion, PS =2 5 mm y una pérdida 6sea radiografica de =2

mm y/o =23 espiras del implante.

De acuerdo con la clasificacion de periimplantitis propuesta por Ata-Ali et al.
2015 (195) solo se incluyeron los implantes que presentaban una pérdida 6sea
radiografica inferior a 5mm tras el remodelado 6seo biolégico (estadio 1y 2) e
inferior al 50% de la longitud del implante.
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Los sujetos seleccionados fueron asignados aleatoriamente a uno de los dos
grupos de tratamiento (“A” o “B”) a través de un programa de aleatorizacion
(www.graphpad.com/quickcalcs/randomize1/ Copyright ©2017 GraphPad
Software) para conseguir que el tamafno muestral fuera igual entre ambos

grupos.

El codigo de aleatorizacion no fue desvelado hasta que todos los datos fueron
recopilados y analizados, consiguiendo asi un estudio a triple ciego, debido a
que los pacientes, el examinador clinico, el técnico de laboratorio y el

estadistico no conocian el contenido de los envases.
Protocolo de tratamiento

Los pacientes incluidos en este estudio clinico prospectivo aleatorizado

siguieron la secuencia de tratamiento relatada a continuacion (véase Figura 2).

Screening

Se realiz6 una historia clinica completa para recoger los antecedentes
meédicos, quirurgicos y dentales, ademas de la medicacioén, los habitos, la edad,
el sexo y el régimen de higiene oral para valorar si los pacientes cumplian los
criterios de inclusion y exclusion y podian ser incluidos en el estudio. A
continuacion, después de recibir informacion oral y escrita de las caracteristicas
del estudio e invitarles a formar parte de la investigacion, aceptaron

voluntariamente a participar firmando el consentimiento informado.

Fase experimental: administracion de placebo o probidtico (dia 0 — dia 30)

Después de realizar la exploracion clinica, radiologica y microbiologica inicial y
una vez asignado aleatoriamente el grupo de estudio (probidtico o placebo), se
realiz6 una profilaxis supragingival en el grupo de mucositis y una terapia
mecanica subgingival en el grupo de periimplantitis con ultrasonidos Newtron
P5 (ACTEON Médico-Dental Iberica S.A.U, Espafia), puntas de carbono Ph1,
Ph2L y Ph2R (ACTEON Médico-Dental Iberica S.A.U, Espafia) y curetas de
titanio (Quirurgical Bontempi, Espafa). Los pacientes no recibieron
instrucciones de higiene oral. A continuacion, se les entregd, segun el grupo,

un envase con 30 comprimidos de probidtico (Periobalance®, Sunstar, Suiza) o
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placebo e instrucciones de como y cuando tomarlos. Se indico a los pacientes
disolver un comprimido durante 10 minutos por toda la cavidad oral, cada dia
por la noche, justo después del cepillado dental, para permitir que el probiotico
se diseminara por toda la cavidad oral y se adhiriera a las diversas superficies
orales. Este procedimiento se realizd durante 30 dias consecutivos,
basandonos en Vicario et al. (22). Todos los tratamientos fueron realizados por

el mismo periodoncista.

Al finalizar la fase experimental, se pidié a los pacientes que devolvieran los
envases para comprobar si habian consumido todos los comprimidos y asi
evaluar el cumplimiento con el protocolo de estudio. Ademas, se realizé una
entrevista para registrar los efectos secundarios percibidos por parte del

paciente o del investigador.

Periodo de seguimiento: dia 30 y dia 90

El periodo experimental fue de 30 dias y el seguimiento fue realizado a los 30 y
90 dias de iniciar el tratamiento, de modo que a los 30 dias, justo al finalizar el
tratamiento con placebo o probidticos, se realiz6 la segunda exploracion
clinica, radiolégica y microbiolégica y, a los 90 dias, se realizd la tercera

exploracion clinica, radiolégica y microbiologica.

Durante el periodo de estudio (90 dias), los pacientes no recibieron
instrucciones de higiene oral ni ningun otro tratamiento periodontal mecanico.
Ademas, se les pidié que no modificaran sus habitos dietéticos ni de higiene
oral y que no usaran ningun otro probi6tico, antibiético o antiséptico durante
todo el estudio.

Inicio 30 dias 90 dias

. I PROBIOTICO / PLACEBO NO PROBIOT.BO

Evaluacion Evaluacion Evaluacion
+

Tratamiento mecdnico

Screening

Figura 2. Protocolo de tratamiento. Después de la evaluacion inicial, se realizo
el tratamiento mecanico y se administré el agente probidtico o placebo durante
30 dias. Al finalizar el periodo experimental se realizé otra evaluacion, que se
repitio a los 90 dias.
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Calibracién del investigador

Un so6lo examinador experimentado y calibrado (D.P) registré los parametros
clinicos, radiograficos y microbiologicos al inicio, 30 y 90 dias. Previamente,
dicho examinador realiz6 un proceso de calibracion en 10 pacientes con
periodontitis que no pertenecieron al estudio, midiendo un cuadrante por sujeto
que como minimo tuviera un implante. Se evaluo la profundidad de sondaje con
un intervalo minimo de 60 minutos, y se consiguid una reproducibilidad

intraexaminador del 98%.
5.4.- Variables de estudio
Examen clinico

Se llevd a cabo una exploracion extra e intraoral completa, que incluia un
examen periodontal de toda la boca al inicio, 30 y 90 dias (véase Figura 3). Los
parametros clinicos se evaluaron mediante una sonda manual CP-15 UNC (Hu-
Friedy Co., Chicago IL, USA), por el examinador calibrado (D.P), en seis puntos
por diente o implante, y excluyendo los terceros molares. El material que se
utilizé para registrar los parametros clinicos fueron un espejo intraoral, una
sonda periodontal, un periodontograma vy eritrosina. Se registré el indice de
placa, el sangrado al sondaje y la profundidad de sondaje basandonos en el
estudio de Vicario et al. (22).

Profundidad de sondaje (PS)

La profundidad de sondaje (PS), que fue la variable de estudio primaria, se
midié en milimetros como la distancia desde el margen gingival hasta la base
de la bolsa periodontal y mucosa periimplantaria, insertando la sonda
periodontal con una fuerza de 0.2-0.3N (86). La PS fue registrada en seis
puntos por diente e implante presente: mesio-vestibular, medio vestibular,
disto-vestibular, mesio-lingual, medio lingual y disto-lingual. Las mediciones se
redondearon al 0.5mm mas proximo y se calculé la media de PS para cada

implante.
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indice de placa

El indice de placa general (IP) se registréo de acuerdo con O'Leary et al. (196).
Se utilizé un revelador de placa, se asigné de manera dicotomica la presencia
0 ausencia de placa (1 indicaba presencia de placa y 0 ausencia de placa) en
cuatro superficies por diente e implante, mesial, distal, vestibular y
lingual/palatino, y finalmente se calculé el porcentaje de superficies que
revelaban la presencia de placa detectada sobre el total de superficies

presentes.

El indice de placa del implante (IPl) se registr6 asignando con un valor
dicotomico la presencia o ausencia de placa (1 indicaba presencia de placay 0
ausencia de placa) del implante en estudio.

Sangrado al sondaje

El sangrado al sondaje general (BOP), se determind segun Ainamo y Bay
(197). Se evaluo la presencia o ausencia de sangrado en las superficies
mesial, distal, vestibular y lingual/palatino con valores dicotdmicos (1 indicaba
presencia de sangrado y 0 ausencia de sangrado). Después se calculd el
porcentaje de superficies totales que presentaban sangrado hasta 15 segundos
después del sondaje sobre el total de superficies presentes.

El sangrado al sondaje del implante (BOPI) se registr6 de manera dicotomica
segun si el implante en estudio presentaba o no sangrado (1 indicaba

presencia de sangrado y 0 ausencia de sangrado).
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Figura 3. Periodontograma. Se registro el indice de placa, la profundidad de
sondaje y el sangrado al sondaje a nivel general y a nivel del implante con
mucositis o periimplantitis al inicio, 30 y 90 dias.
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Examen radiografico

Para evaluar la pérdida o6sea marginal de los implantes se realizaron
radiografias periapicales digitales (Planmeca®, Helsinky, Finlandia) con placas
radiograficas de fosforo (Planmeca ProScanner®, Daejeon, Corea),
estandarizadas con una plantilla milimetrada radiopaca e individualizadas con
un paralelizador intraoral (XCP® Dentsply, York, Pensilvania, USA) unido a una
férula de mordida de silicona. Se instauraron unos valores determinados (8mA-
63kV/25ms) para realizar las radiografias mediante la técnica de paralelismo y
la cuadricula milimetrada qued6 plasmada en cada pelicula radiografica
después del revelado (Planmeca ProScanner®, Daejeon, Corea) (véase Figura
4). Las radiografias intraorales fueron realizadas por el mismo examinador
calibrado (D.P).

Figura 4. Radiografias periapicales digitales estandarizadas. Se utiliz6 un
paralelizador intraoral y una plantilla milimetrada a nivel del implante.
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Examen microbiolégico

El test microbioldgico utilizado fue el Guidor Perio-Implant Diagnostic Test®
(Sunstar S.A, Suiza), que mediante Real-Time PCR identifica y cuantifica la
carga bacteriana total de A. actinomycetemcomitans (DSM 8324), T. forsythia
(CIP 105220), P. gingivalis (DSM 20709), T. denticola (DSM 14222), P.
intermedia (DSM 20706), P. micros (DSM 20468), F. nucleatum (DSM 20482),
C. rectus (LMG 18530) y E. corrodens (DSM 8340) (véase Figura 5).

La Real-Time PCR es una técnica muy sensible y altamente especifica para
detectar pequefias cantidades de un determinado microorganismo, y ademas
permite cuantificar un amplio espectro de patdégenos orales (198,199).

Los tests microbioldgicos fueron realizados al inicio, 30 y 90 dias por el mismo
examinador (D.P) en la bolsa periimplantaria mas profunda. Para tomar las
muestras de placa subgingival periimplantaria se realiz6 el siguiente protocolo:
(I) aislamiento relativo del implante con rollos de algodon, (Il) eliminacion de la
placa supragingival y secado del area con una bola de algoddén estéril sin
penetrar en la mucosa periimplantaria, (lll) se insertaron cuatro puntas de papel
estériles (Dentsply Maillefer size #50, Ballaigues, Suiza), mediante pinzas
estériles, hasta la base de la mucosa periimplantaria durante 10-15 segundos y
(IV) se introdujeron en un tubo eppendorf que se envid al Institut Clinident SAS

(Aix en Provence, Francia) junto con la hoja de datos del paciente.
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Procedimientos de laboratorio

Para realizar la Real-Time PCR se utilizé un volumen de 10 pl, que estaba
compuesto por 1xQuantiFast® SYBR® Green PCR (Qiagen, Alemania), 2 ul de
ADN 'y 1 uM de cada primer.

Los primers especificos para cada especie bacteriana, que provinieron de la
secuencias 16S ribosomica, fueron proporcionados por el Institut Clinident SAS
(Aix en Provence, Francia) y fabricados por Metabion GmbH (Martinsried,

Alemania).

Los ensayos se llevaron a cabo mediante el sistema de ciclos térmicos Rotor-
Gene® Q (Qiagen, Alemania) a través del siguiente protocolo: 95°C durante 5
minutos, seguido de 40 ciclos de 10 segundos a 95°C, 10 segundos a 60°C, y
35 segundos a 72°C. Se realizé una curva de fusion final (de 70 a 95°C en
incrementos de 1°C cada 5 segundos) y las senales de fluorescencia se
midieron en cada ciclo al final de la etapa de extensiéon y continuamente
durante el analisis de la curva de fusion. Los datos resultantes se analizaron

utilizando el programa Rotor-Gene® Q Series (Qiagen, Alemania).

Para cuantificar los patdégenos bacterianos estudiados se utilizd un patrén
externo, que consistio en la dilucion seriada del ADN bacteriano patrén
proporcionado por el Institut Clinident SAS. Las cepas bacterianas estandar
utilizadas para la produccion de ADN estandar provinieron de DSMZ
(Alemania), CIP Collection del Institut Pasteur o de BCMM / LMG Bacteria

Collection.
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SUNSTAR
3 GU|DOR Perio-Implant Diagnostic Test Realizado por INSTITUT CLINIDENT
Informe analitico
Informacién dentista Informacién de la/s muestra/s
Nombre : = Srrmrrmn Paciente : Tt T
Direccion : Diente/Implante nimero :
Numero de entrada :
e-mail: Fecha de la toma de muestra/s :

Fecha del anilisis :

Resultados microbiolégicos

% / Recuento
N . Umbral
Bacterias Carga patégena* L Estado*** total de
patogénico** N
i bacterias****
- - ~ 10000000 000
7 0 1000 » 0’00 1000 000 000
5 865 000 100 000 4 0,17 __ 100000000
397 500 100 000 ++ 0,01 — 10000000
1132 500 100 000 +++ 0,03 | | 1000000
Prevotella intermedia 74 025 000 100 000 4 2,16 p— H H 100000
Parvimonas micra 15 450 000 1000 000 e+ 0,45 1 I 10000
Fusobacterium nucleatum 16 425 000 10 000 000 ++ 0,48 1 e
Campylobacter rectus 6997 500 1000 000 ++ 0,20 10l o
Eikenella corrodens 1552 500 10 000 000 + 0,05 101 °
1
Candida albicans 0 ND Negativo ND
WAc WPg WTf WTd @Pi @Pm @Fn OC WEc WCa
Recuento total de bacterias 3435000 000

Situaciones microbiolégicas/Factores de tratamiento

Interpretacion clinica

Flora de la bolsa periodontal Desequilibrada

Patologia Enfermedad periodontal severa/aguda

Tratamiento recomendado

- Con un protocolo de destruccién del biofilm asociado a antisépticos localesSe recomienda cirugia
Control patogénico

Tratamiento en casa Con antisépticos locales

Metronidazol
Tratamiento con antibidticos

*Se sugiere tratamiento antibictico segun criterio médico (sujeto a evaluacién de alergias, interaccién con medicamentos, consideraciones médicas)

Recc daciéon der I ion

Nuevo analisis para evaluar la eficacia del tratamiento y comparar el estado periodontal pre y post

tratamiento (al menos 12 semanas después del tratamiento antibiético)

Recomendacion para prevenir la periimplantitis

Reevaluacién

Colocacion del implante No recomendado sin tratamiento y profilaxis de antibiotico
Posibles complicaciones Riesgo elevado de peri-implantitis - Riesgo elevado de pérdida ésea
Definici de los resultados microbiolé

*Carga patdgena : Cantidad de bacterias detectadas en la muestra

**Umbral patogénico : Contenido de microbios patégenos a partir del cual se recomienda tratamiento antibidtico para reducir el riesgo de pérdida de
dientes o implantes (enfermedad periodontal o periimplantitis)

***Estado : Niveles de contenido microbioldgico patégeno

- Ausencia

+ Moderado e inferior al umbral patogénico

++ Elevado y superior al umbral patogénico. Se asocia a formas agresivas de la enfermedad
P Muy elevado y mds de 10 veces superior al umbral patogénico

Muy asociado a formas agresivas de la enfermedad y pérdida de ligamento
Negativo  Ausencia de Candida Albicans
Positivo Presencia de Candida albicans
**** 9 / Recuento total de bacterias : Proporcion relativa de una bacteria concreta sobre el recuento bacteriano total
ND : No Disponible

Metodologia
La muestra se toma con puntas de papel. El DNA gendmico se extrae de las muestras enviadas y se analiza para microorganismos asociados a la
enfermedad periodontal o periimplantitis. El DNA se analiza por amplificacién del PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa), seguido de deteccion
de fluorescencia y cuantificacion.

Servicio clientes
Para cualquier duda, por favor contdctenos
Sunstar Iberia S.L.LU  Frederic Mompou 5, 6°3°B 08960 Sant Just Desvern, Espafia Tel:93 470 5880 Email: guidor@es.sunstar.com

Figura 5. Test microbiolégico Guidor Perio-Implant Diagnostic Test® (Sunstar
S.A, Suiza). Cuantifico mediante Real-Time PCR la concentracién de nueve
especies bacterianas diferentes.
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5.5.- Analisis estadistico

Los datos obtenidos de cada variable de estudio fueron introducidos en una
base de datos utilizando el programa Excel (Microsoft Office 2011) y después
fueron importados al entorno de programacion IBM SPSS Statistics 22.0 (SPSS

Inc., Chicago, IL, USA) para realizar el analisis estadistico.

En el analisis descriptivo se determind la media, desviacion estandar, minimo,
maximo y mediana para las variables cuantitativas, y la distribucion de
frecuencias y porcentajes para las variables cualitativas. Ademas, se utilizaron

box plots para representar de forma sucinta las distribuciones de las variables.

El analisis bivariante, utilizado para evaluar la eficacia del probidtico, emplea
técnicas estadisticas paramétricas y no paramétricas segun la normalidad de la
distribucion de cada variable de estudio. La prueba de Kolmogorov-Smirnov se
utilizé6 para comprobar la normalidad de las variables continuas del estudio.
Cuando el p-valor era superior a 0.05 la distribucion de la variable de estudio
era normal y, por tanto, se aplicaban pruebas paramétricas (t-student). Cuando
el p-valor era inferior a 0.05 la variable no presentaba una distribucion normal y
se aplicaban pruebas no paramétricas (Wilcoxon y Mann-Whitney). Puesto que
las variables clinicas continuas estudiadas y las concentraciones de bacterias
representadas en logaritmos presentaban una distribucién normal, se realizo el
analisis bivariante mediante técnicas paramétricas. Asi pues, para cada
variable continua y para cada uno de los grupos de datos del dia 0, 30 y 90 se
realizo la prueba t-student, que permiti6 comparar el grupo probidtico versus
placebo tanto en mucositis como en periimplantitis. Ademas, para evaluar la
evolucion de las variables continuas a lo largo del tiempo, entre los dias 0-30,
30-90 y 0-90, se calculo la diferencia de los valores de las variables para cada
paciente en cada par de instantes temporales. A partir de estas diferencias se
realizo la t-student para evaluar si los grupos probidtico y placebo presentaban
cambios en las variables durante el periodo de estudio. Se considerd
estadisticamente significativo cuando el p-valor era <0.05.

Marta Galofré Mercadé | 71



MATERIAL Y METODOS

Para las variables dicotomicas se emplearon pruebas no paramétricas de
asociacion, el chi-cuadrado. A nivel de las variables clinicas dicotémicas, el chi-
cuadrado se utiliz6 para comprobar, por un lado, la dependencia entre la
presencia y la ausencia de IPI o BOPI con probiotico y placebo en cada uno de
los instantes temporales de medicién (0, 30 y 90 dias) y, por otro, la presencia
de cambios positivos y negativos con probiotico y placebo en cada intervalo de
tiempo (0-30, 30-90 y 0-90). Para evaluar la evolucion en el tiempo de la
ausencia o presencia de IPl y BOPI en cada uno de los grupos de estudio, se
aplicaron las pruebas de McNemar para muestras relacionadas, que
determinaron si la proporcién de cambios en un sentido fue distinta de la
proporcion de cambios en el otro.
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6.- RESULTADOS.

6.1.- Sujetos, cumplimiento y efectos adversos

Sujetos

Un total de 95 pacientes fueron examinados, de los cuales 42 fueron excluidos
porque no cumplian los criterios de inclusion y exclusion y 9 abandonaron el
estudio por la imposibilidad de acudir a las visitas asignadas (un paciente
debido a su hospitalizacion). Por consiguiente, un total de 44 pacientes, 22 con
mucositis y 22 con periimplantitis, fueron asignados aleatoriamente al grupo
control o al grupo test, de modo que 11 pacientes de cada grupo recibieron
tratamiento placebo y 11 probiotico. El diagrama de flujo del estudio se
presenta en la Figura 6.

95 pacientes evaluados

42 pacientes excluidos por:
- tabaco
- enfermedades sistémicas

53 pacientes cumplieron los criterios de inclusion

9 pacientes excluidos por
incumplimiento en las visitas
(I por hospitalizacion)

44 pacientes

22 pacientes con mucositis 22 pacientes con periimplantitis
l l
Aleatorizacion Aleatorizacion
Placebo Probiético Placebo Probiético

(n=11) (h=11) (h=11) (nh=11)

Figura 6. Diagrama de flujo. Distribucion de los grupos de estudio. 22 pacientes
con un implante con mucositis y 22 pacientes con un implante con periimplantitis
recibieron aleatoriamente tratamiento probidtico o placebo.
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Cumplimiento y efectos adversos

El cumplimiento con el protocolo de estudio fue bueno debido a que todos los
pacientes consumieron todos los comprimidos. Ademas, no se percibié ningun

efecto secundario ni por parte del paciente ni del investigador.
6.2.- Variables de estudio
6.2.1.- Parametros demograficos

La Tabla 3 muestra las caracteristicas demograficas iniciales (numero de
pacientes e implantes, edad, sexo, localizacion del implante y proétesis
higienizable) del grupo de mucositis y periimplantitis por separado. Todos los
implantes estaban rehabilitados con una restauracion protésica fija definitiva

que llevara un minimo de 12 meses en funcion.

La edad media de los pacientes con mucositis fue de 61.5 (48-76) afos en el
grupo probidtico y de 60 (48-73) afos en el grupo placebo. Las mujeres
representaron el 27% del grupo probiotico y el 45% del grupo placebo. El 73%
de los implantes del grupo probidtico y el 64% del grupo placebo estaban

localizados en el maxilar.

La edad media de los pacientes con periimplantitis fue de 61.7 (50-72) afios en
el grupo probidtico y de 56.8 (44-74) aios en el grupo placebo. Las mujeres
representaron el 64% del grupo probiotico y el 55% del grupo placebo. El 27%
de los implantes del grupo probidtico y el 64% del grupo placebo estaban

localizados en el maxilar.

El grupo probidtico y placebo de los pacientes con implantes con mucositis o
periimplantitis estaban equilibrados en edad, sexo, localizacion del implante y
protesis higienizable (p > 0.05).
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PACIENTES

IMPLANTES

EDAD
Media + DE

SEXO (%)
H M

MX/MB (%)

PROTESIS
HIGIENICA
(NO | SI)

MUCOSITIS
GRUPO GRUPO
TEST PLACEBO

11 11
11 11
615104 | 60.0+9.5

73% | 27%

73% | 27%

9% | 91 %

55% | 45%

64% | 36%

9% | 91 %

valor

0.736

0.375

0.647

1.000

PERIIMPLANTITIS

GRUPO
TEST

11

11

61.7+7.0

36% | 64%

27% | 73%

18% | 82%

GRUPO
PLACEBO

11

11

56.8 +9.3

45% | 55%

64% | 36%

18% | 82%

p_
valor

0.178

0.665

0.087

1.000

TEST

t-student

X2

XZ

X2

Tabla 3. Descripcion demografica de la poblacion de estudio al inicio. Se
muestra el numero de sujetos e implantes incluidos en el estudio, la edad
media de los pacientes, distribucion por sexos (H: hombre; M: mujer),
localizacion del implante (MX: maxilar; MB: mandibula) y si la protesis fija
sobreimplante es higienizable o no, tanto del grupo probidtico como placebo de
implantes con mucositis y periimplantitis por separado. Se aplicé la t-student
para las variables continuas y chi cuadrado (X?) para las dicotémicas. p < 0.05

significa que hay diferencias significativas entre grupos.
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6.2.2.- Eficacia del probiotico sobre los parametros clinicos
6.2.2.1.- Parametros clinicos iniciales

El examen clinico inicial (véase Tabla 4) mostré que el grupo probidtico y
placebo de los pacientes con mucositis tenian caracteristicas similares a nivel
del IP, IPI, BOP, BOPI y PS, siendo el porcentaje de BOP ligeramente superior
en el grupo probidtico (p > 0.05). Tampoco hubo diferencias significativas a
priori entre ambos grupos de pacientes con periimplantitis (p > 0.05). Ademas,
la PS fue mayor en los implantes con periimplantitis que con mucositis. Debido
a que las medidas clinicas iniciales eran homogéneas entre el grupo placebo y
probiotico tanto en pacientes con mucositis como con periimplantitis, los

valores iniciales no condicionaron los resultados obtenidos tras el tratamiento.

MUCOSITIS PERIIMPLANTITIS TEST
GRUPO GRUPO p- GRUPO GRUPO p-
TEST PLACEBO | valor TEST PLACEBO | valor
IP (%) 0414021 | 039+0.10 & 0707 | 044+0.14 | 043+021 | 0924 t-student
IPI (%) 72,7% 54,5% 0,330 63,6% 45,5% 0.392 X?

BOP (%) 0.61+£027 | 041+021 | 0061 | 053+023 | 049+0.23 | 0.702 | t-student
BOPI (%) 100% 100% 1.000 100% 90,9% 0.500 X2

PS (mm) 3.84 £ 0.55 3.82 £ 0.64 0.944 5.07 £ 0.87 490+0.66 | 0.605 | t-student

Tabla 4. Descripcion clinica de la poblacion de estudio al inicio. Se expresa el
porcentaje medio *+ desviacion estandar de las variables clinicas IP y BOP, los
milimetros medios + desviacion estandar de PS, el porcentaje de implantes con
presencia de placa (IPl) y sangrado (BOPI). Se aplicé la t-student para las
variables continuas y chi cuadrado (X?) para las dicotémicas. p < 0.05 significa
que hay diferencias significativas entre los grupos de estudio.

6.2.2.2.- Evolucion de los parametros clinicos a lo largo del tiempo

Se analiz6 la media del IP, BOP y PS al inicio, 30 y 90 dias y se examiné para
cada uno de los implantes si el IPl y el BOPI mejoraban, empeoraban o se
mantenian estables en los diferentes intervalos de tiempo y asi valorar si habia
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo probidtico y placebo
de implantes con mucositis o periimplantitis en el tiempo (véase Tabla 5y 6).
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0 30 90 0-30 30-90 0-90
MUCOSITIS Media + Media + Media + Diferencia p- Diferencia p- Diferencia p-
DE DE DE valor valor valor
IP Probiético 0.41+0.21 0.28 +0.11 0.25+0.10 -0.13+0.14 0.013* -0.03 £0.05 0.061 -0.16 £ 0.17 0.012*
(%) Placebo 0.39+0.10 0.31+0.11 0.29 +0.10 -0.07 £0.24 0.000* -0.02 £ 0.03 0.047* -0.09 £ 0.04 0.000*
p-valor
0.707 0.483 0.328 0.201 0.221 0.586
(t-student)
Probiético
0.61+0.27 0.35+0.13 0.29 + 0.09 -0.27 £0.22 0.003* -0.05 £ 0.07 0.044* -0.32+0.24 0.001*
BOP
o Placebo
( A,) 0.42+0.18 0.34 +£0.19 0.35+0.22 -0.08 £0.16 0.136 0.01+£0.31 0.932 -0.07 £0.24 0.377
p-valor
0.061 0.968 0.432 0.031* 0.541 0.024*
(t-student)
PS Probiético 3.84 +0.55 3.58 +0.63 3.35+0.76 -0.25+0.35 0.038* -0.23+0.18 0.002* -0.48 £ 0.50 0.009*
(mm) Placebo 3.82+0.64 3.52+0.47 3.66 + 0.62 -0.30 £ 0.34 0.015* 0.15+0.23 0.062 -0.15+0.36 0.187
p-valor
0.944 0.791 0.306 0.761 0.000* 0.094
(t-student)
+ + + +-/-+ p- ++ p- +/- p-valor
valor valor
[[2d] Probiotico 72,7% 36,4% 27,3% 36,4%/0,0% 0,125 100% | - 45,5%/ 0,0% 0,063
(%) Placebo 54,5% 45,5% 63,6% 9,1%/ 0,0% 1,000 0,0% | - 18,2%/ 27,3% 1,000
p-valor (X°) 0,330 0,500 0,087 0,155 0,050 0,117
BOPI Probiético 100,0% 45,5% 54,5% 54,5%/0,0% | - 33,0% | - 45,5%/0,0% | -
(%) Placebo 100,0% 72,7% 90,9% 27,3%/0,0% | ---- 0,0% | - 9,1%/0,0% | -
p-valor (X°) 0.193 0.074 0.193 0.375 0.074

Tabla 5. Descripcion clinica de las variables de estudio de los implantes con
mucositis en los diferentes intervalos de tiempo. Se expresa el porcentaje medio +
DE de las variables clinicas IP y BOP, los milimetros medios + DE de PS y el
porcentaje de implantes con presencia de placa (IPl) y sangrado (BOPI) al inicio,
30 y 90 dias, ademas de las diferencias a lo largo del tiempo. IP y BOP se
expresan en decimales. (+) Significa presencia y (-) ausencia. (+ -) Representa los
cambios positivos, es decir, los implantes que presentaban placa al inicio y a los
30 o 90 dias no; (- +) representa los cambios negativos, es decir, los implantes
que no presentaban placa al inicio y a los 30 o 90 dias si. (++) Representa los
cambios positivos a los 30 dias que se mantuvieron a los 90 dias. Las pruebas t-
student y chi-cuadrado evaluaron si habia diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo probidtico y placebo en los diferentes intervalos de
tiempo. La t-student apareada valoro si habia diferencias en IP, BOP y PS dentro
del mismo grupo de tratamiento a lo largo del tiempo y el test McNemar comparo
las tasas de cambios positivos y negativos del IPl y BOPI. p-valor < 0.05 significa
que hay diferencias significativas entre los grupos de estudio.
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0 30 90 0-30 30-90 0-90
PERIIMPLANTITIS Media + Media + Media + Diferencia p- Diferencia p- Diferencia p-
DE DE DE valor valor valor
IP Probidtico 0.44+0.14 | 0312012 | 028+0.24 -0.13£0.10 0.002* -0.03 £ 0.04 0.026* -0.16 £ 0.09 0.000*
(%) Placebo 0.43 + 0.21 0.36+0.16 | 0.33+0.28 -0.08 £ 0.09 0.015* -0.03 £ 0.04 0.042* -0.10 0.11 0.008*
p-valor
0.924 0.470 0.383 0.210 0.200 0.823
(t-student)
Probiético
0.53+0.23 | 0.34+0.06 | 0.33+0.09 -0.20 £ 0.23 0.018* 0.00 + 0.06 0.963 -0.20 £ 0.22 0.015*
BOP
o Placebo
(%) 0.49+023 | 042%022 | 0.39+0.17 -0.08 £ 0.08 0.009* -0.03+0.18 0.637 -0.10£0.18 0.090
p-valor
0.702 0.247 0.325 0.116 0.665 0.281
(t-student)
PS Probidtico 5.07+0.87 | 455069 | 453+0.72 -0.53+0.33 0.000* -0.020.19 0.762 -0.55 £ 0.37 0.001*
(mm)  Placebo 490+0.66 | 465+0.78 | 4.70+0.75 -0.25 +0.27 0.013* 0.05+0.18 0.424 -0.20 £ 0.35 0.089
p-valor
0.605 0.732 0.587 0.040* 0.436 0.036*
(t-student)
+ + + +/- b ++ b +/- p-valor
valor valor
IPI Probidtico 63,6% 9,1% 36,4% 54,5%/ 0,0% | 0,031* 50,0% | - -27.3%/ 0.0% 0.250
0, N 0,
(%) Rlacebo 45,5% 18,2% 36,4% 27,3%/0,0% | 0,250 [ L7 —— f;'gof/ 1.000
2%
p-valor (X°) 0,392 0,500 0,670 0,193 0,587 0,319
BOP| | Probidtico 100,0% 54,5% 63,6% -45,5%/0,0% | - 80,0% | - -36.4%/ 0.0% | ---mm-
(%) Placebo 90,9% 90,9% 90,9% 0,0%/ 0,0% 1,000 | e | e 0.0%/ 0.0% 1.000
p-valor (X%) 0,500 0,074 0,155 0,018* 0,500 0,045*

Tabla 6. Descripcion clinica de las variables de estudio de los implantes con
periimplantitis en los diferentes intervalos de tiempo. Se expresa el porcentaje
medio * DE de las variables clinicas IP y BOP, los milimetros medios + DE de PS y
el porcentaje de implantes con presencia de placa (IPl) y sangrado (BOPI) al inicio,
30 y 90 dias, ademas de las diferencias a lo largo del tiempo. IP y BOP se expresan
en decimales. (+) Significa presencia y (-) ausencia. (+ -) Representa los cambios
positivos, es decir, los implantes que presentaban placa al inicio y a los 30 o 90 dias
no; (- +) representa los cambios negativos, es decir, los implantes que no
presentaban placa al inicio y a los 30 o 90 dias si. (++) Representa los cambios
positivos a los 30 dias que se mantuvieron a los 90 dias. Las pruebas t-student y
chi-cuadrado evaluaron si habia diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo probidtico y placebo en los diferentes intervalos de tiempo. La t-student
apareada valoro si habia diferencias en IP, BOP y PS dentro del mismo grupo de
tratamiento a lo largo del tiempo y el test McNemar comparo las tasas de cambios
positivos y negativos del IPI y BOPI. p-valor < 0.05 significa que hay diferencias
significativas entre los grupos de estudio.
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El indice de placa general (IP) disminuy6 practicamente el doble en el grupo

probiotico versus placebo entre el inicio y los 30 dias, tanto en pacientes con
mucositis (13% vs 7.1%) como con periimplantitis (13% vs 7.7%), y luego
mejord levemente hasta los 90 dias. Aunque la disminucion del IP a lo largo del
tiempo fue estadisticamente significativa en los implantes con mucositis y
periimplantitis, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo
probidtico y placebo en los diferentes intervalos de tiempo (p > 0.05) (véase
Figura 7 y 8).

45
40
35 1
30 -

25 1
20 -
15 -
10 -
5 -
0 T T

0 dias 30 dias 90 dias

H Probidtico

Placebo

Figura 7. indice de placa general de los pacientes con mucositis. El eje Y
representa el porcentaje de indice de placa y el eje X los intervalos de tiempo
(0, 30 y 90 dias).

50
45
40 -
35
30 -
25 S H Probidtico
20 - I Placebo
15 - —
10 - —
5 . .
0 T T 1
0 dias 30 dias 90 dias

Figura 8. indice de placa general de los pacientes con periimplantitis. El eje Y
representa el porcentaje de indice de placa y el eje X los intervalos de tiempo
(0, 30 y 90 dias).
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El sangrado al sondaje general (BOP) disminuy6 aproximadamente tres veces

mas tras el tratamiento probidtico que placebo en pacientes con mucositis
(27% vs 8%) o periimplantitis (20% vs 7.5%) a los 30 dias, siendo
estadisticamente significativo en mucositis (p 0.031). Posteriormente, se
mantuvo estable e incluso mejor6d ligeramente hasta los 90 dias en ambos
grupos de tratamiento (véase Figura 9 y 10).

70
60
50
40 B Probiodtico
30 1 Placebo
20 - —
10 - —
0 - . .
0 dias 30 dias 90 dias

Figura 9. Sangrado al sondaje general de pacientes con mucositis. En el eje Y
observamos el porcentaje de sangrado al sondaje y en el eje X los intervalos
de tiempo (0, 30 y 90 dias).

60
50
40 -
30 - | ® Probidtico
Placebo
20 - —
10 - —
0 T : )
0 dias 30 dias 90 dias

Figura 10. Sangrado al sondaje general de pacientes con periimplantitis. En el
eje Y observamos el porcentaje de sangrado al sondaje y en el eje X los
intervalos de tiempo (0, 30 y 90 dias).
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La profundidad de sondaje media (PS) disminuyé 0.3 mm y 0.5 mm en los

implantes con mucositis y periimplantitis, respectivamente, a los 30 dias de
iniciar el tratamiento probiético. En los implantes con mucositis la reduccién fue
similar entre el grupo probiotico y placebo, pero en los implantes con
periimplantitis la disminucién fue estadisticamente superior en el grupo
probidtico (p 0.040). La PS de los implantes con mucositis mejoré 0.2mm en el
grupo probiotico y empord 0.15mm en el grupo placebo entre los 30 y 90 dias,
siendo ésta diferencia estadisticamente significativa (p 0.000). Sin embargo, la
PS de los implantes con periimplantitis permanecié constante hasta los 90 dias,
tanto en el grupo placebo como probidtico. Asi pues, a los 90 dias los
implantes con mucositis y periimplantitis que recibieron tratamiento probiotico
presentaron una reduccion de la PS de 0.5mm y los que recibieron placebo
mostraron una disminucion de 0.2mm, siendo estadisticamente significativo en

periimplantitis (p 0.036) (véase Figura 11y 12).

39
3,8
3,7

3,6
35 . . . | ‘ Probidtico

3,4 ] - ] - i Placebo
33
3,2
31

0 dias 30 dias 90 dias
Figura 11. Profundidad de sondaje de los implantes con mucositis tras la
terapia probiotica o placebo a lo largo del tiempo. En el eje Y observamos los

milimetros de profundidad de sondaje y en el eje X los intervalos de tiempo (0O,
30 y 90 dias).
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4,9
4,8
4,7

4,6
45 | L | | ‘ Probiético

4,4 : - : : ‘ Placebo
4,3
4,2
4,1

0 dias 30 dias 90 dias

Figura 12. Profundidad de sondaje de los implantes con periimplantitis tras la
terapia probiotica o placebo a lo largo del tiempo. En el eje Y observamos los
milimetros de profundidad de sondaje y en el eje X los intervalos de tiempo
(0,30 y 90 dias)

Para evaluar el IPI y BOPI analizamos el porcentaje de implantes que
mostraban presencia de placa bacteriana o sangrado al sondaje en un inicio y
ausencia a los 30 o 90 dias y lo denominamos como cambios positivos. De
igual modo, evaluamos el porcentaje de implantes que no presentaban placa
bacteriana o sangrado al sondaje en un inicio y si a los 30 o 90 dias y lo

denominamos como cambios negativos.

El indice de placa a nivel de los implantes mejoré cuatro veces mas tras 30

dias de haber recibido el tratamiento probiético que placebo (36.4% vs 9.1%)
en implantes con mucositis y dos veces mas en implantes con periimplantitis
(54.5% vs 27.3%), sin diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05). Asi
pues, por un lado, el 36.4% y 9.1% de los implantes con mucositis que
recibieron tratamiento probidtico o placebo, respectivamente, mostraron
cambios positivos a los 30 dias. Por otro lado, el 54.5% y 27.3% de los
implantes con periimplantitis que recibieron tratamiento probiético o placebo,
respectivamente, mostraron cambios positivos en el mismo intervalo de tiempo

(véase Figura 13 y 14).
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20 - —
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0 dias 30 dias 90 dias

Figura 13. indice de placa a nivel de los implantes con mucositis. El eje Y
representa el porcentaje de implantes con presencia de placa bacteriana y el
eje X los intervalos de tiempo (0 y 30 dias)

70

60

50

40 -
® Probidtico

30 1 Placebo

20 A ——
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0 dias 30 dias 90 dias

Figura 14. indice de placa a nivel de los implantes con periimplantitis. El eje Y
representa el porcentaje de implantes con presencia de placa bacteriana y el
eje X los intervalos de tiempo (0 y 30 dias).

Todos los implantes con mucositis que mostraron cambios positivos en el IPl a
los 30 dias de haber recibido el RAR junto con el probidtico, se mantuvieron sin
placa hasta los 90 dias. Sin embargo, todos los que no recibieron probidtico
presentaron placa al finalizar el estudio (p 0.05). Ademas, la mitad de los
implantes con periimplantitis que mostraron cambios positivos en el IPIl a los 30
dias de haber recibido el RAR con o sin probiético, permanecieron sin placa

hasta los 90 dias.
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La reduccion del sangrado al sondaje a nivel de los implantes (BOPI) con

mucositis y periimplantitis fue mayor después de realizar el RAR junto con la
terapia probiotica que con el RAR solo, siendo estadisticamente significativa en
implantes con periimplantitis entre el inicio y los 30 dias (p 0.018) y

manteniéndose a los 90 dias (p 0.045) (véase Figura 15y 16).
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100 -

80 -

60 - ® Probidtico

Placebo

40 - —

20 - —

0 B T T ]

0 dias 30 dias 90 dias

Figura 15. Sangrado al sondaje a nivel de los implantes con mucositis. El eje Y
representa el porcentaje de implantes con sangrado al sondaje y el eje X los
intervalos de tiempo (0 y 30 dias).
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Figura 16. Sangrado al sondaje a nivel de los implantes con periimplantitis. El
eje Y representa el porcentaje de implantes con sangrado al sondaje y el eje X
los intervalos de tiempo (0 y 30 dias).
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6.2.3.- Eficacia del probiotico sobre los parametros microbioldgicos
6.2.3.1.- Parametros microbioldgicos iniciales

El examen microbiolégico inicial (véase Tabla 7) revel6 que la carga bacteriana
total presente en la microbiota subgingival de los implantes con mucositis era
mayor en el grupo probidtico que placebo, sin llegar a ser estadisticamente
significativo (p 0.064). Asimismo, la carga bacteriana de P. gingivalis al inicio
del estudio fue superior en los implantes con mucositis del grupo probiotico que
placebo, sin alcanzar el nivel de significancia (p 0.095). Sin embargo, la carga
bacteriana total de los implantes con periimplantitis fue ligeramente superior en
el grupo placebo (p > 0.05). Cabe destacar que la carga bacteriana inicial de

los implantes con periimplantitis fue mayor que en mucositis.

MUCOSITIS PERIIMPLANTITIS

GRUPO GRUPO p- | GRUPO GRUPO p-
TEST PLACEBO | valor | TEST PLACEBO | valor

I:('):;tz,:;mycetem_ 0.00 £0.00 0.00 £ 0.00 - 0.00 £0.00 0.00 £ 0.00 -
P. gingivalis 3.99 + 3.28 1.77 £ 2.62 0.095  5.20+2.90 4.81 +3.29 0.776
T. forsythia) 3.22 +2.59 2.42 +2.37 0.456 | 5.46 £1.20 5.06 £ 1.87 0.563
T. denticola 344 +2.78 1.57 £ 2.28 0.100 @ 3.80 + 3.16 4.33 +2.92 0.688
P. intermedia 4.65 + 3.02 5.30 £ 1.07 0.513 | 6.10+2.34 6.43 £2.22 0.742
P. micros 3.95+2.00 3.67 £ 1.96 0.738  5.88+0.78 6.10 =+ 0.61 0.474
F. nucleatum 5.82 +0.99 5.30+1.01 0.239 | 6.78 £0.97 6.81 £ 0.66 0.946
C. rectus 5.03 £ 1.89 3.92+254 0.257 | 5.97 £1.16 6.07 £ 0.86 0.807
E. corrodens 4.38 +2.26 3.50+2.85 0.432 | 4.36 £2.94 572+1.12 0.177

Carga bacteriana total = 8.66 + 0.73 8.02 + 0.82 0.064 = 9.05 % 1.11 9.31 £ 0.67 0.516

Tabla 7. Descripcion microbioldgica al inicio del estudio. Se expresa en
logaritmos la media + desviacion estandar de la carga bacteriana de cada una
de las especies bacterianas analizadas. Se aplico la t-student para observar si
habian diferencias dentro del mismo grupo de estudio o entre probiotico y
placebo a lo largo del tiempo. p < 0.05 significa que hay diferencias
significativas entre los grupos de estudio.
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6.2.3.2.- Evolucion de los parametros microbioldgicos a lo largo del tiempo

El tratamiento probidtico y placebo no presentaron diferencias estadisticamente
significativas en la composicién de la microbiota subgingival de los implantes
con mucositis y periimplantitis en los diferentes intervalos de tiempo (véase
Tabla 8 y 9).

En los implantes con mucositis, se observd una disminucion no
estadisticamente significativa de la carga bacteriana de T. forsythia y E.
corrodens a los 30 dias de iniciar la terapia probidtica, con el aumento
respectivo en el grupo placebo. Ademas, la concentracion subgingival de E.
corrodens fue mejorando hasta los 90 dias. Asimismo, la carga de P. gingivalis,
P. intermedia, F. nucleatum y C. rectus se fue reduciendo en el grupo
probiotico y aumentando en el grupo placebo entre los 30 y 90 dias, siendo
estadisticamente significativo en el caso de P. gingivalis entre el inicio y los 90
dias (p-valor 0.031).

En los implantes con periimplantitis hubo un aumento de la concentracién de la
mayoria de las bacterias a los 30 dias de iniciar la terapia probidtica y una
reduccion gradual hasta los 90 dias. Sin embargo, en el grupo placebo hubo
una reduccion de la carga bacteriana inmediatamente tras el RAR y un

aumento progresivo de la misma hasta finalizar el estudio.

Cabe mencionar que la carga bacteriana total fue mayor en los implantes con

periimplantitis que mucositis en todos los intervalos de tiempo.
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0 30 90 0-30 30-90 0-90
MUCOSITIS Media £ Media £ Media + . . p- . . p- . . p-
DE DE DE Diferencia valor Diferencia valor Diferencia valor

A Probiético | 0.00+0.00 | 000£0.00 | 0.00+0.00 | 0.00%0.00 | - 0.00+0.00 | - 0.00+0.00 | -

actinomyce- | pjacebo 0.00+0.00 | 0.00£0.00 | 0.00+0.00 | 0.00%0.00 | - 0.00+0.00 | - 0.00£0.00 | -

temcomitans
p-valor | v | e e e e

P. gingivalis || Probidtico | 3.99%3.28 | 4.07+338 | 3.65£3.11 0.08+0.51 | 0.614 | -0.42+0.89 | 0.152 -0.34+0.88 0.233
Placebo 177+£262 | 243+295 | 2774289 | 0p7+142 | 0.151 0.34 +1.54 0.479 1.01+1.65 0.070
p-valor 0.095 0.242 0.501 0.221 0.173 0.031*

T. forsythia Probidtico || 322+259 | 196277 | 265+259 | 127+231 | 0.099 | 0.70+3.12 0.476 -0.57 +2.66 0.493
Placebo 2424237 | 266+267 | 3.06+251 025+267 | 0766 | 0.40+295 0.664 0.64 £2.22 0.360
p-valor 0.456 0.549 0.710 0.171 0.821 0.259

T. denticola Probidtico | 344+278 | 391+261 | 411+223 | 048+126 | 0238 @ 0.19+2.09 0.767 0.67 +2.32 0.361
Placebo 157+£228 | 1.97+276 | 1914273 | 0404201 | 0527 | -0.06+2.50 | 0.940 0.34 +2.50 0.662
p-valor 0.100 0.104 0.052 0.913 0.802 0.752

P. Probidtico || 4.65+3.02 | 497+326 | 473£312 | 032+281 | 0717 | -024+3.06 | 0.798 0.07 +0.93 0.795

intermedia Placebo 5.30+1.07 | 477+252 | 577133 | (53+256 | 0509 | 1.00+3.01 | 0.296 0.47 +1.57 0.341
p-valor 0.513 0.877 0.323 0.470 0.348 0.480

P. micros Probidtico || 3.95+2.00 | 448+171 | 446+233 | 053+112 | 0149 | -002£143 | (968 0.51+0.73 0.044*
Placebo 3.67 +£1.96 4.66 +1.74 491+1.92 0.99 + 2.41 0.202 0.25+1.13 0.484 1.24 +2.41 0.118
p-valor 0.738 0.810 0.630 0.568 0.633 0.346

F Probiético | 582+099 | 614117 | 593+1.02 | 0.32+049 | 0.057 | -0.21+1.01 0.498 0.10 +0.78 0.669

nucleatum Placebo 530+101 | 605£090 | 604095 | 074:095 & 0027 001089  (g73 0.73£0.97 0.031*
p-valor 0.239 0.833 0.799 0.202 0.620 0.110

C. rectus Probiético | 503+1.89 | 519+200 | 4.40+2.31 0.16+0.55 | 0.355 | -079+1.80 | (177 -0.63 + 1.59 0.220
Placebo 3924254 | 462£240 | 492+175 | 071+161 | 0175 | 0.30%1.60 0.546 1.01+2.07 0.137
p-valor 0.257 0.553 0.558 0.299 0.149 0.051

E. corrodens || Probidtico | 4.38+2.26 | 3.83+3.11 | 283+276 | -055+243 | 0469 | -1.00+1.82 | (097 -1.55+2.38 0.055
Placebo 350+2.85 | 490+254 @ 409+214 | 1.39+222 | 0064 | -081+265 | (336 0.58 +3.24 0.563
p-valor 0.432 0.390 0.245 0.064 0.843 0.093

Carga Probiético | 866+0.73 | 880+1.11 | 854+1.11 0.14+0.56 | 0425 | -026+0.95 | (386 -0.12+0.88 0.664

bacteriana Placebo 802+082 | 866+0.75 | 838+093 | 065+071 | 0.013 | -028+0.89 | (316 0.36 + 1.01 0.265

total *
p-valor 0.064 0.725 0.705 0.079 0.953 0.250

Tabla 8. Descripcidn microbiologica de los implantes con mucositis en los
diferentes intervalos de tiempo. La t-student se utilizd para evaluar si habia
diferencias significativas dentro del mismo grupo o entre grupos de estudio a lo
largo del tiempo. p < 0.05 significa que hay diferencias significativas.
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0 30 90 0-30 30-90 0-90
PERIIMPLANTITIS Media £ Media £ Media + . . p- . ) p- . ) p-
DE DE DE Diferencia valor Diferencia valor Diferencia valor
A. Probidtico | 0.00+0.00 | 0.00£0.00 | 0.00%+0.00 | 0.00%0.00 | - 0.00£0.00 | --m- 0.00£0.00 | -
actinomyce- | pi5ceho 0.00+0.00 | 0.00£0.00 | 0.00+0.00 | 0.00%0.00 | - 0.00£0.00 | --m- 0.00£0.00 | -
temcomitans
[ Lo I e T e e
P. gingivalis | Probidtico | 520+290 | 574+3.08 | 521+286 | 054+101 | 0106 | -053+120 | 0.174 0.02 +1.08 0.962
Placebo 481+£329 | 475+334 | 491+343 | .006+087 | 0.820 | 0.15+1.06 | 0.643 0.09 +1.19 0.802
p-valor 0.776 0.480 0.823 0.148 0.173 0.876
T. forsythia Probidtico || 5.46+1.20 | 560+1.09 | 4.78+245 | 014+100 | 0649 | -0.82+195 | 0.192 -0.68 + 1.98 0.280
Placebo 506+1.87 | 454234 | 489+248 | 052+264 | 0528 | 0.34+231 0.631 -0.18+ 1.58 0.720
p-valor 0.563 0.190 0.917 0.446 0.215 0.517
T. denticola | Probidtico | 380+3.16 | 4.04+326 | 3.14+314 | 024+064 | 0241 | -091+297 | 0335 -0.67 +3.08 0.489
Placebo 433+292 | 3.73+312 | 330£3.26 | -060+1.92 | 0328 | -043+1.20 | 0.257 -1.03+225 0.159
p-valor 0.688 0.823 0.905 0.186 0.632 0.756
P. Probidtico | 6.10+2.34 | 7.18+0.88 | 6.06+218 | 1.08+247 | 0178 | -1.12+214 | 0.112 -0.05 + 3.36 0.964
intermedia Placebo 6.43+£2.22 | 567+2.96 | 547+291 | -0.76+2.36 | 0314 | -020+4.25 | 0.876 -0.96 + 3.68 0.407
p-valor 0.742 0.122 0.599 0.090 0.529 0.550
P. micros Probidtico 588+0.78 | 4.81+248 532+1.94 | -1.07+279 | 0233 0.51 +2.89 0.571 -0.56 + 1.41 0.219
Placebo 6.10+061 | 530£1.94 | 597+069 | -079+1.91 | 0197 | 067+2.09 | 0316 -0.13+0.62 0.508
p-valor 0.474 0.611 0.311 0.792 0.886 0.368
F. Probidtico | 6.78+0.97 | 560+292 | 6.64+1.18 | -1.18+3.19 | 0247 | 1.04%0.78 | 0246 -0.15+0.97 0.626
nucleatum Placebo 6.81+066 | 659+0.72 | 694+050 | -022+0.83 | 0403 | 0.35+0.74 0.147 0.13+0.71 0.554
p-valor 0.946 0.289 0.445 0.343 0.446 0.452
C. rectus Probidtico | 597+1.16 | 495+258 | 580+1.02 | -1.02+299 | 0286 | 084%263 | 0312 -0.17 £ 1.02 0.592
Placebo 6.07+0.86 | 567+198 | 6.20+0.87 | -0.40+1.90 | 0500 | 0.53+156 | 0.286 0.13+0.88 0.639
p-valor 0.807 0.470 0.326 0.571 0.736 0.471
E. corrodens | Probidtico | 4.36+2.94 | 448+299 | 3.77+266 | 012+343 | 0909 | -0.71+3.02 | 0453 -0.59 +3.02 0.531
Placebo 572+112 | 500+1.88 | 496+179 | -073+233 | 0325 | -0.04+246 | 0.961 -0.76 + 1.56 0.134
p-valor 0.177 0.637 0.235 0.505 0.573 0.867
Carga Probidtico | 9.05+1.11 | 946+093 | 896+1.10 | 041+111 | 0252 | -050+1.11 | 0.169 -0.09 + 1.06 0.790
bacteriana Placebo 9.31+067 | 9.26+0.66 | 9.33+074 | -0.05+0.83 | 0.834 | 0.07+0.61 0.713 0.02+0.88 0.954
total p-valor 0.516 0.561 0.377 0.284 0.154 0.807

Tabla 9. Descripcidon microbiolégica de los implantes con periimplantitis en los
diferentes intervalos de tiempo. La t-student se utilizd para evaluar si habia
diferencias significativas dentro del mismo grupo o entre grupos de estudio a lo
largo del tiempo. p < 0.05 significa que hay diferencias significativas.

90 | Marta Galofré Mercadé



7.- DISCUSION







DISCUSION

7.- DISCUSION

Las enfermedades infecciosas constituyen un problema relevante en la salud
actual y el aumento de las resistencias bacterianas a los antibioticos ha
conducido a investigar otras terapias alternativas, tales como los probio6ticos.

El presente estudio clinico fue disefiado para evaluar el efecto del probidtico L.
reuteri Prodentis (PerioBalance®, Sunstar, Suiza) como tratamiento
coadyuvante a la terapia mecanica de implantes con mucositis o periimplantitis

en pacientes con antecedentes de enfermedad periodontal.

La literatura actual parece indicar que el uso de L. reuteri, como terapia adjunta
al tratamiento no quirurgico de la gingivitis y la periodontitis, aporta un beneficio
adicional al tratamiento mecanico solo, a nivel clinico, microbiologico y de los
marcadores proinflamatorios (22,23,30,32,33,187,200,186,47,48). Asi pues, el
beneficio que aportan los probioticos en el tratamiento de la gingivitis y la
periodontitis y la evidencia limitada en el uso de los probidticos para el
tratamiento de la mucositis y la periimplantitis, impuls6 a realizar el presente

estudio

Al iniciar esta investigacion, no habia ningun estudio publicado que evaluara el
efecto de los probidticos orales en la enfermedad periimplantaria y solo
teniamos conocimiento que se estuviera realizando el de Flichy-Fernandez et
al. (24). Hasta la actualidad, los unicos estudios clinicos publicados que utilicen
agentes probidticos en implantes, administran el probidtico Lactobacillus reuteri
(24,34) o L. plantarum con L. brevis (35) en mucositis y la edad media de los
pacientes incluidos fue similar a la presente investigacion. Sin embargo, no
hay evidencia cientifica que evalue el posible beneficio de los probibticos orales

en la prevencion o tratamiento de la periimplantitis.

Marta Galofré Mercadé | 93



DISCUSION

7.1.- Objetivo 1: Evaluar el efecto del probiético oral Lactobacillus reuteri

Prodentis en los parametros clinicos.

Los resultados del presente estudio sugieren que la administracion de un
comprimido diario de L. reuteri Prodentis, como coadyuvante al tratamiento
mecanico, produce una mejora adicional de los parametros clinicos de

implantes con mucositis y periimplantitis respecto el tratamiento mecanico solo.

Se observo una reduccion del IP y BOP general tras 30 dias de haber realizado
el RAR, siendo esta disminucion dos y tres veces superior, respectivamente, en
los pacientes que recibieron tratamiento probiodtico que placebo. La mayoria de
estudios que evaluan el efecto del probidtico L. reuteri en pacientes con
periodontitis cronica coinciden con la presente investigacion, puesto que
observan una disminucion adicional del IP y BOP a los 21 — 30 dias de
administrar el probidtico, s6lo o como tratamiento coadyuvante al RAR,
comparandolo con placebo o RAR sélo (22,23,32,200,186). Cabe destacar que
estos estudios tampoco incluyeron pacientes fumadores y, por tanto, el BOP no
estuvo modificado por el efecto del tabaco, y sélo seleccionaron pacientes con
historia de periodontitis crénica leve o moderada. Asi pues, basandonos en los
estudios publicados, seleccionamos pacientes con antecedentes de
periodontitis y no fumadores para conseguir una poblacion homogénea.

Esta mejoria adicional del IP y BOP, obtenida inmediatamente después de
finalizar el tratamiento probidtico, se mantuvo constante hasta los 90 dias sin
modificar las instrucciones de higiene oral, coincidiendo con Ince et al. (200) y
Tekce et al. (186), que demostraron estabilidad clinica a los 90, 180 y 360 dias
de finalizar la terapia probidtica sin re-instruir a los pacientes. Por contra,
Twetman et al. (33), que no realizé tratamiento mecanico previo en pacientes
con gingivitis, observd que el BOP aumentaba rapidamente después de
suspender la administracion del probiotico oral. EI hecho que la disrupcion
mecanica del biofilm mejore el efecto de los probidticos orales porque facilita el
reemplazo de las bacterias patdégenas por bacterias beneficiosas (23) podria

justificar la estabilidad clinica en el presente estudio.
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Los resultados de la actual investigacion difieren de otros reportados en la
literatura, los cuales no observaron una mejoria del IP y BOP después de
administrar el probidtico L. reuteri (187,201,202). Cabe mencionar que son
estudios que sdlo incluyeron pacientes periodontalmente sanos (201,202) o
con gingivitis (187) y ninguno realizé el desbridamiento mecanico previo a la
administracion del probiotico oral (187,201,202).

El indice de placa (IPl) y de sangrado al sondaje (BOPI) a nivel de los
implantes con mucositis o periimplantitis mejoré sobretodo después de 30 dias
de iniciar el tratamiento probidtico, coincidiendo con el estudio de Flichy-
Fernandez et al. (24), que observé una reduccion significativa de ambas
variables tras el tratamiento probidtico de implantes con mucositis. Cabe
mencionar que Hallstrom et al. (34) y Mongardini et al. (35) observaron la
misma mejoria y estabilidad a lo largo del tiempo del IPl y BOPI entre el grupo
probiotico y placebo de implantes con mucositis. A diferencia de Flichy-
Fernandez et al. (24) y Mongardini et al. (35), Hallstrom et al. (34) presenta
numerosas limitaciones, tales como wunos criterios de exclusion poco
restrictivos, la presencia de pacientes fumadores, un mayor numero de
fumadores en el grupo probiético que placebo (29% vs 8%) y un mayor numero
de pacientes sistémicamente sanos en el grupo placebo que probittico (64% vs
33%).

La PS a nivel de los implantes con mucositis y periimplantitis se redujo 0.5mm
entre el inicio y los 90 dias de realizar el tratamiento mecanico junto con
probiotico y 0.2mm después de efectuar la terapia mecanica en combinacion
con el placebo. Por un lado, en los implantes con periimplantitis esta reduccion
se produjo a los 30 dias y luego se mantuvo estable hasta los 90 dias. Por otro
lado, la reduccion de la PS en los implantes con mucositis fue de 0.3mm a los
30 dias y luego hubo una mejoria adicional de 0.2mm hasta los 90 dias en el
grupo probidtico. En el estudio de Hallstrom et al. (34), la mayor disminucion de
la PS también se produjo a los 30 dias de haber realizado el desbridamiento
mecanico y haber iniciado el tratamiento probidtico o placebo de implantes con
mucositis, y permanecio invariable hasta los 90 y 180 dias. Cabe decir que esta
reduccion de la PS fue de 0.5mm, sin diferencias entre el grupo probidtico y
placebo (34). Sin embargo, en el estudio de Flichy-Fernandez et al. (24), hubo
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una reduccién adicional de la PS de 0.09mm a los 30 dias de iniciar el
tratamiento probidtico, teniendo en cuenta que el probidtico se administré un
mes después de realizar el desbridamiento mecanico de los implantes con

mucositis.

El hecho que el probiodtico L. reuteri Prodentis, asociado al desbridamiento
mecanico de toda la boca, reduzca tanto el IP y BOP general de pacientes con
periodontitis como el IP, BOP y PS de implantes con mucositis y periimplantitis,
proporciona un enfoque terapéutico alternativo a considerar en el tratamiento

de las enfermedades periodontales y periimplantarias.

7.2.- Objetivo 2: Evaluar el efecto del probiético oral Lactobacillus reuteri
Prodentis en la microflora periimplantaria subgingival de implantes con

mucositis o periimplantitis.

Los resultados sugieren que la administracién de un comprimido diario de L.
reuteri, como coadyuvante al tratamiento mecanico, no produce una mejoria
adicional respecto a la terapia mecanica sola en la disminucion de la carga
bacteriana presente en la microbiota subgingival de implantes con mucositis y
periimplantitis. Solo existe un estudio publicado en la literatura que evalue el
efecto del probidtico L. reuteri Prodentis a nivel de la microbiota periimplantaria,
el cual analizé mediante hibridacién checkerboard ADN-ADN la carga
bacteriana presente en implantes con mucositis y, tras realizar el
desbridamiento mecanico y administrar el probi6tico, tampoco observé mejorias

a nivel microbiologico en comparacion con la terapia mecanica sola (34).

Existen varios estudios publicados que evaluan mediante cultivo el efecto del
probidtico L. reuteri Prodentis a nivel de la placa subgingival de pacientes con
gingivitis o periodontitis y revelan una reduccién en el recuento de varios
periodontopatégenos tras el tratamiento probidtico, tales como A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, F. nucleatum y P. intermedia
(23,187,186). Por el contrario, el unico estudio que utiliza una técnica
cuantitativa para cuantificar la microbiota subgingival de pacientes con
periodontitis, la Real-Time PCR, evalud cinco de las especies bacterianas que

hemos analizado en el presente estudio y coincide con los resultados de la
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actual investigacion (32). Por un lado, no observo diferencias en la disminucion
de la carga bacteriana de A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, P.
intermedia y F. nucleatum entre el grupo probiético y placebo a lo largo del
tiempo y, por el otro, también demostré una reduccion significativa de la

especie bacteriana P. gingivalis mediante el tratamiento probidtico.

El cultivo es una técnica tradicional y comunmente utilizada en la deteccion de
multiples patégenos periodontales, pero no tiene la capacidad de detectar
niveles bajos de microorganismos. Por este motivo se optd por utilizar la Real-
Time PCR, que presenta una mayor sensibilidad y permite detectar
cuantitativamente concentraciones mas bajas de bacterias, entre 10? y 10°
segun el laboratorio Institut Clinident SAS. Asi pues, a pesar que la Real-Time
PCR permite identificar cantidades minimas de patégenos que estan por
debajo del limite de deteccion del -cultivo, hasta la actualidad las
investigaciones que han demostrado un efecto beneficioso del probidtico L.
reuteri a nivel de la microbiota periodontal y periimplantaria han utilizado
técnicas de cultivo (23,187,186) y los estudios que no han observado
diferencias entre utilizar el probidtico o no han utilizado técnicas cuantitativas,
tales como la hibridacion checkerboard ADN-ADN (34,201,202) o la Real-Time
PCR (32). Por tanto, debemos tener en cuenta que la Real-Time PCR también
tiene ciertas limitaciones, tales como las reacciones cruzadas y la sensibilidad

técnica.

Las seleccién de las bacterias analizadas se realiz6 en base a que en la
composiciéon de la microbiota asociada a la periimplantitis predominan las
bacterias del complejo rojo y naranja (42,77), ademas de A.
actinomycetemcomitans y E. corrodens (83,84). Cabe decir, que en ningun test
microbioldgico se detecto la presencia de A. Actinomycetemcomitans.

El Guidor Perio-Implant Diagnostic Test® (Sunstar S.A, Suiza) proporciona
puntas de papel del #50 para la toma de las muestras subgingivales. El hecho
de utilizar puntas de un calibre elevado dificulta la insercion de las mismas a
nivel subgingival y, por tanto, puede obstaculizar el acceso a la base de la
bolsa. Esto podria haber interferido en los resultados del presente estudio y
explicar el aumento de la carga de algunas especies bacterianas después de
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realizar el RAR y administrar el tratamiento probidtico o placebo. Por el
contrario, pudimos observar que tanto la carga bacteriana total como la carga
bacteriana de cada una de las bacterias analizadas al inicio fue superior en los

implantes con periimplantitis que con mucositis.

Una de las limitaciones del presente estudio fue que no analizamos la
colonizacion de L. reuteri a nivel subgingival en los diferentes tiempos de
evaluacion. Sin embargo, considerando que los probioticos ejercen su efecto
beneficioso sin necesidad de colonizar o colonizando temporalmente la cavidad
oral (164,99) y que hay estudios que observan mejoria clinica y microbiologica
aun cuando han dejado de detectar L. reuteri en las muestras subgingivales
(186), la cuantificacion de L. reuteri no hubiera modificado las conclusiones de

nuestro estudio.
7.3.- Aspectos metodolégicos

Al analizar los estudios publicados en la literatura que utilizan el probidtico L.
reuteri para el tratamiento de la gingivitis, la periodontitis y la mucositis,
observamos que presentan heterogeneidad en la metodologia utilizada, tanto a
nivel de las cepas del probiotico empleadas, dosis diaria y duracién del
tratamiento activo, como a nivel de los pacientes incluidos, del tratamiento
realizado, del momento de las evaluaciones clinicas, de los parametros clinicos

analizados y de los tests microbiolégicos empleados (203).
7.3.1.- Tamafo muestral

Los dos estudios que evaluan el efecto del probidtico L. reuteri Prodentis en las
enfermedades periimplantarias relatan cdmo se determiné el tamafio muestral,
es decir, el numero de sujetos o implantes necesarios para dotar al estudio de
la potencia suficiente para encontrar diferencias estadisticamente significativas
entre grupos y conseguir que los datos obtenidos fueran representativos.
Flichy-Fernandez et al. (24), selecciond 22 pacientes que presentaban 54
implantes sanos y 12 pacientes que poseian 23 implantes con mucositis,
considerando que si un paciente presentaba un implante sano y otro con
mucositis se clasificaba al paciente en el grupo de mucositis. EI hecho de

calcular el tamafo muestral tomando como unidad de estudio el implante e
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incluir mas de un implante por paciente conlleva a que los factores
relacionados con el huésped puedan influir de manera relevante en los
resultados obtenidos. En el presente trabajo, se realizo el calculo del tamafo
muestral utilizando el paciente como unidad de estudio, de manera que sélo se
incluyd un implante por sujeto, coincidiendo con Hallstrom et al. (34) que

selecciond 49 pacientes que presentaran un implante con mucositis por sujeto.

La variable de estudio primaria fue la PS y el calculo de la potencia del tamafo
muestral se basé en una diferencia de PS de 1mm entre el grupo probidtico y
placebo. Dado que la diferencia de PS obtenida entre ambos grupos oscilo
entre 0.33 y 0.35mm y considerando el control limitado sobre la presion
ejercida al sondar, el aumento del numero de implantes habria aumentado la
probabilidad de dar resultados estadisticamente significativos y habria hecho

que los datos obtenidos fueran mas representativos.
7.3.2.- Poblacion de estudio

En la presente investigacion se excluyeron los pacientes fumadores para que el
tabaco no tuviera ninguna influencia en los parametros clinicos vy
microbiolégicos evaluados. Ademas, en la seleccion de la poblacion de estudio,
se establecieron unos criterios de inclusion y exclusion muy restrictivos para
minimizar la influencia de los factores relacionados con el huésped en los

resultados obtenidos.

Los criterios de exclusion que se establecieron en este estudio fueron similares
a los publicados por Flichy-Fernandez et al. (24). Sin embargo, Hallstrom et al.
(34) sdlo excluyd pacientes con diabetes no controlada, mujeres embarazadas
o lactantes y sujetos que hubieran tomado antibidticos o antiinflamatorios en
los ultimos 3 meses, sin tener en cuenta ni la existencia de otros antecedentes
meédicos o el uso de cualquier medicacion, antiséptico o probidtico que pudiera
afectar a nivel periodontal, ni si los pacientes habian recibido algun tratamiento

periodontal quirurgico recientemente.
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7.3.3.- Definicion de mucositis y periimplantitis

Los parametros clinicos que se evaluaron para seleccionar los implantes con
mucositis del presente trabajo coinciden con los utilizados por los otros
estudios publicados sobre probidticos en implantes con mucositis (24,34,35).

Teniendo en cuenta que actualmente no hay evidencia cientifica que evalue el
efecto de los probidticos orales en el tratamiento de la periimplantitis y que aun
no se ha establecido un consenso ni en la definicion ni en los parametros
clinicos y radiograficos a evaluar para establecer el diagndstico de la
periimplantitis (56), estos se establecieron en base a los criterios de la VI
EWP 2012 (55), la AAP 2013 (194) y Atieh et al. 2013 (193). Los parametros
que se evaluaron para seleccionar los implantes con periimplantitis fueron
inflamacion de la mucosa, BOP y/o supuracion, PS =2 5 mm y pérdida ésea
radiografica de 22 mm y/o 23 espiras del implante. Cabe destacar que para
minimizar el sesgo en los resultados obtenidos, se excluyeron los implantes
que presentaban movilidad y/o pérdida ésea radiografica 25mm y/o 250% de la
longitud del implante.

7.3.4.- Numero de operadores y calibracion

El hecho que un soélo examinador calibrado (D.P) registrara todas las variables
del estudio y tomara las muestras microbiolégicas al inicio, 30 y 90 dias,
minimiz6 el sesgo en los resultados de la investigacion. En los estudios
publicados que evaluan el efecto del probidtico en implantes también interviene
un solo examinador calibrado (24,34,35).

7.3.5.- Cepas del probidtico L. reuteri Prodentis

La mayoria de estudios que utilizan el probiotico L. reuteri Prodentis
(PerioBalance®, Sunstar, Suiza) en gingivitis o  periodontitis
(23,32,186,187,200) y los dos estudios que lo emplean en mucositis (24,34), lo
administran en comprimidos que contienen una combinacion de 102 CFU de la
cepa DSM 17938 y 10® CFU de la cepa ATCC PTA 5289. Debido a los buenos
resultados reportados, tanto a nivel periodontal como periimplantario, se

eligieron las mismas cepas probidticas para realizar el presente trabajo.
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7.3.6.- Dosis y duracion del tratamiento probiotico

No existe un consenso sobre la dosis diaria y el tiempo de tratamiento
necesario para que el probidtico L. reuteri tenga un efecto beneficioso en
gingivitis y periodontitis, y éstos parametros varian entre estudios. La mayoria
de estudios administran dos comprimidos de L. reuteri al dia, cada mafiana y
tarde después del cepillado dental, segun recomendaciones de la casa
comercial (23,30-32,186,200,202), y algunos un comprimido al dia
(22,187,201), generalmente durante 2 y 4 semanas, excepto Sinkiewicz et al. y

Teughels et al. (32,201) que lo emplearon durante 12 semanas.

En los dos estudios publicados alrededor de implantes, Flichy-Fernandez et al.
utilizé un comprimido de L. reuteri al dia durante 30 dias (24) y Hallstrom et al.
administré dos comprimidos de L. reuteri al dia durante 12 semanas, ademas
de la aplicacidn topica profesional de un aceite experimental de L. reuteri (34).
En el presente estudio se administré un comprimido de L. reuteri Prodentis al
dia durante 30 dias, cada dia por la noche después del cepillado dental, siendo
la recomendacion del fabricante y coincidiendo con en el estudio de Flichy-

Fernandez et al. (24).
7.3.7.- Tratamiento realizado

La literatura muestra que algunos estudios realizan el tratamiento mecanico y
dan instrucciones de higiene oral antes de la administracion del agente
probiotico o placebo (24,30,32,34,186,200), mientras que otros estudios
justifican utilizar el L. reuteri Prodentis como monoterapia, sin desbridamiento
mecanico previo y sin modificar las instrucciones de higiene oral, para
demostrar el efecto del probidtico por si mismo y evitar enmascarar los

resultados clinicos y microbioldgicos (22,33,187).

Cabe destacar que hay un estudio (23) que evalud el efecto del probiotico L.
reuteri Prodentis en pacientes con periodontitis crénica con o sin RAR previo, a
boca partida, y demostré que el uso del probidtico después del RAR conseguia
una mayor reduccion del IP, IG, BOP y PS que sin el RAR previo. Esto parece
indicar que la disrupcion mecanica del biofim mejora el efecto de los
probioticos orales, ya que simplemente empleando el probiotico, sin RAR
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previo, solo se obtuvo una reduccion de la PS de 0.10mm (de 5.08 a 4.98mm)
y una Gl de 0.17mm (de 3.93 a 3.76mm). Sin embargo, administrando el
probiético después de realizar el RAR, se obtuvo una reduccién de la PS de
1.31mm (de 5.08 a 3.78mm) y una Gl de 1.09mm (de 3.93 a 2.85mm), teniendo
en cuenta que soOlo un tercio de ésta disminucion se debia al RAR. El
desbridamiento mecanico subgingival, sin el uso de un probi6tico coadyuvante,
consiguio una reduccion de la PS de 0.49mm (de 5.26 a 4.77mm) y una Gl de
0.29mm (de 4.46 a 4.17mm).

Por otro lado, existe falta de consenso entre los estudios publicados sobre el
momento en que se administra el probidtico oral L. reuteri Prodentis. Algunos
estudios empiezan el tratamiento probidtico inmediatamente después de
realizar el RAR (32,34,186,200), mientras que otros lo empiezan entre las 2
(23,30) y 4 semanas (24) post-RAR.

Considerando que la disrupciéon mecanica del biofilm favorece el efecto de los
probidticos y mejora la colonizacion por bacterias beneficiosas (23,99) y que
los estudios que evaluan la eficacia del probidtico L. reuteri Prodentis en
pacientes con mucositis realizan el tratamiento mecanico periimplantario previo
a la administracion del probiotico oral (24,34), en éste estudio se administro el
probiético inmediatamente después del desbridamiento mecanico del biofilm
supra i subgingival de los implantes con mucositis y periimplantitis,
respectivamente, con el fin de potenciar el efecto del probidtico. No obstante,
se les pidié que no modificaran sus habitos dietéticos ni de higiene oral y que
no usaran ningun otro probidtico, antibidtico, antiséptico o antiinflamatorio

durante todo el periodo de estudio para no interferir en los resultados.
7.3.8.- Evaluaciones clinicas y seguimiento de la muestra

Para poder comparar los resultados entre estudios seria necesario estandarizar
los tiempos de evaluacidén. Las publicaciones sobre los probidticos en las
enfermedades periodontales realizan una valoracion inicial y otra entre los 14
(30,31,33), 21 (23,32,186,200,202) y 30 dias (22,33,187) de haber recibido el
agente probidtico, coincidiendo la mayoria de las veces con el cese del mismo.

Asi pues, aunque la mayoria de estudios realizan la ultima evaluacion el dia
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que finalizan el tratamiento probiotico, algunos efectuan la valoracion final a los
15 dias (33) o al mes (187) de haber terminado el mismo. Cabe mencionar que
hay dos estudios recientes que evaluan los cambios clinicos, microbiolégicos y
del FGC a los 339 dias de haber acabado la terapia probiotica (186,200).

También existe diversidad en los tiempos en que se realizan las evaluaciones
entre los estudios publicados en implantes. Mientras Hallstrom et al. (34)
realizé las evaluaciones a los 30, 90 y 180 dias después de iniciar la terapia
probidtica, siendo el ultimo registro tras 90 dias de haber interrumpido la
administracion del mismo, Flichy-Fernandez et al. (24) efectud la ultima
valoracion 30 dias después de empezar el tratamiento probiotico y coincidiendo

con el cese del mismo.

Teniendo en cuenta que en el ultimo consenso se determind que, para evaluar
terapias para el tratamiento de la mucositis, se deben realizar estudios de
como minimo tres meses de evolucion (55), en el presente estudio se
establecié una evaluacion al inicio, otra a los 30 dias (al acabar el tratamiento
probiotico) y la valoracion final se efectué a los tres meses de realizar el
tratamiento mecanico y administrar el probiotico oral. No obstante, seria
interesante alargar el seguimiento del estudio para evaluar, por un lado, el
efecto del probidtico L. reuteri como tratamiento coadyuvante al desbridamiento
mecanico no quirurgico de la mucositis y la periimplantitis a mas largo plazo v,
por otro, el momento en que disminuye la eficacia clinica y microbiologica del

probiotico y se debe volver a administrar.
7.3.9.- Parametros clinicos analizados

En los estudios publicados alrededor de implantes evaluan las mismas
variables clinicas que en el presente trabajo, es decir, IP, BOP y PS. Flichy-
Fernandez et al. (24) evalu6 los parametros clinicos mencionados
anteriormente solo a nivel del implante, mientras que Hallstrom et al. (34)
también tuvo en cuenta el IP general del paciente.

Las mediciones clinicas efectuadas en el presente estudio se realizaron en
base al estudio de Vicario et al. (22), registrando los parametros de PS, IP de
O'Leary et al. (196) y BOP de Ainamo y Bay (197).
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7.3.10.- Tests microbiolégicos empleados.

Existen estudios que han evaluado el efecto del probidtico L. reuteri a nivel de
la microbiota subgingival alrededor de dientes, utilizando técnicas de cultivo
(23,186,187) o PCR cualitativa (187). Estos métodos tradicionales de deteccion
bacteriana presentan ciertas limitaciones y, por este motivo, se han
desarrollado técnicas microbioldgicas cuantitativas que permiten analizar de
manera mas precisa los posibles cambios que se pueden producir en el biofilm
oral. Hay tres estudios publicados en la literatura que evaluen
cuantitativamente el efecto del probidtico L. reuteri en la microbiota subgingival
(32,201,202). Un estudio evalu6 la placa subgingival de pacientes sin
enfermedad periodontal mediante hibridacion checkerboard ADN-ADN (201),
otro valoré a través de la misma técnica la placa supragingival de pacientes
periodontalmente sanos que fueron sometidos a una gingivitis experimental
(202) y el ultimo analizé la microbiota subgingival de pacientes con periodontitis
cronica mediante Real-Time PCR, cuantificando las cinco bacterias
periodontopatégenas mas comunmente presentes en la periodontitis, A.
actinomycetemcomitans, T. forsythia, P. gingivalis, P. intermedia y F.
nucleatum (32).

Hasta la actualidad, unicamente existe un estudio publicado en la literatura que
evalue el efecto del L. reuteri Prodentis a nivel de la microbiota subgingival
periimplantaria (34) y analiza muestras obtenidas de implantes con mucositis
mediante hibridacion checkerboard ADN-ADN, con el fin de cuantificar la
presencia de doce especies bacterianas, A. actinomycetemcomitans, T.
forsythia, P. gingivalis, T. denticola, P. intermedia, F. nucleatum, C. rectus, P.
nigrescens, Parvimonas micra, Porphymonas endodontis, Filifactor alocis y

Prevotella tannerae.

La principal diferencia del presente estudio respecto a otras publicaciones es
que es el primer estudio que evalua el efecto de los probidticos en implantes
con periimplantitis y, ademas, utiliza un test microbiolégico muy preciso que
permite cuantificar la presencia de nueve bacterias periodontopatogenas
mediante Real-Time PCR, A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, P.
gingivalis, T. denticola, P. intermedia, P. micros, F. nucleatum, C. rectus y E.
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Corrodens. La eleccion de utilizar el Guidor Perio-Implant Diagnostic Test®
(Sunstar S.A, Suiza) es porque el método de deteccion bacteriana que emplea,
la Real-Time PCR, presenta un alto grado de sensibilidad y especificidad para
la deteccion de microorganismos concretos, y ademas permite cuantificar un

amplio espectro de patdégenos periodontales (198,199).
7.3.11.- Estandarizacién de las variables de estudio

Es de vital importancia estandarizar el registro de las variables de estudio, asi
como las cepas y dosis del probidtico utilizado, el protocolo de tratamiento
establecido, el momento de administracién y duracion de la terapia probidtica,
los tiempos de evaluacion, los criterios para definir exactamente la unidad de
estudio, el test microbiolégico empleado etc. para evitar heterogeneidad entre
estudios y facilitar la comparacion entre ellos.

7.3.12.- Colonizacién de L. reuteri a nivel subgingival

Teniendo en cuenta que la regién subgingival no es un habitat comun para las
especies de Lactobacillus (186,204), seria interesante saber cuanto tarda el L.
reuteri en colonizar el area subgingival tras iniciar su administracion y el tiempo

que permanece a nivel subgingival tras cesar la toma del mismo.

Hay pocos estudios que evaluen la presencia del probiotico L. reuteri a nivel de
la saliva o de la microbiota supra o subgingival. Por un lado, Iniesta et al. (187)
observé que la colonizacion de L. reuteri en pacientes con gingivitis y sin
tratamiento mecanico previo, era mayor en la saliva que a nivel subgingival,
aumentando la presencia del mismo tras 14 dias de iniciar el tratamiento
probiotico, pero permanecio mas tiempo en el area subgingival, hasta 75 dias
después de cesar la terapia probiotica. Ademas, demostré que la capacidad de
colonizacion de la cepa ATTC-PTA-5289 era mayor que la cepa DSM-17938,
tanto a nivel de la saliva (27.5% vs 10.6%) como a nivel subgingival (25.6% vs
2.5%). Por otro lado, Tekce et al. (186) observo que L. reuteri habia colonizado
el area subgingival después de 21 dias de haber realizado el RAR e iniciado el
tratamiento probidtico en pacientes con periodontitis, teniendo en cuenta que
antes de empezar la terapia no se habia detectado dicho probidtico a nivel

subgingival en ningun paciente. Asimismo, L. reuteri fue identificado en el area
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subgingival 70 dias después de haber finalizado el tratamiento probiotico, pero
no en la siguiente evaluacion a los 180 dias, hecho que indicaria que L. reuteri
no llega a colonizar la cavidad oral de forma permanente y, en consecuencia,

realza la necesidad de establecer intervalos de tratamiento.

Asi pues, en base a la literatura, parece ser que la colonizacion de L. reuteri en
el area subgingival empieza entre los 14 y 21 dias de iniciar el tratamiento
probiético y permanece como minimo hasta los 70-75 dias de finalizar el
mismo, tanto en pacientes con gingivitis (187) como con periodontitis cronica
(186). A pesar que la microbiota preexistente y los factores ambientales
podrian afectar a su colonizacion, seria necesario disefiar estudios que evaluen
semanalmente la colonizacion de L. reuteri en el area subgingival durante un
periodo mayor a 75 dias tras cesar el tratamiento probidtico, estandarizando la
dosis y duracibn de dicha terapia y utilizando técnicas de deteccion
cuantitativas mas precisas, para poder establecer y protocolizar el periodo

optimo de tratamiento y los intervalos de administracion del mismo.
7.4.- Limitaciones

Las limitaciones del presente estudio son el tamafio muestral porque, aunque
la potencia estadistica era alta, incrementar la muestra hubiera aumentado la
probabilidad de dar resultados estadisticamente significativos, el corto periodo
de estudio, el uso de puntas de papel del #50 para la toma de las muestras
subgingivales y la falta de estandarizacion de las variables de estudio con los
dos estudios publicados sobre probidticos en mucositis, puesto que en el

momento de iniciar el estudio no existia ninguna publicacion.
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7.5.- Futuras directrices

No hay suficiente evidencia cientifica que demuestre la eficacia de los
probioticos en el tratamiento de las enfermedades periimplantarias. Asi pues,
es necesario realizar estudios prospectivos a largo plazo para evaluar el efecto
del probidtico L. reuteri en el tratamiento de la enfermedad periodontal y
periimplantaria y estandarizar las variables de estudio para establecer las
cepas y dosis de probidtico idoneos y la duracidn e intervalos del tratamiento
mas eficaces. Ademas, puesto que los nuevos enfoques implantologicos se
basan en modificar la superficie de los implantes con el fin de obtener, por un
lado, una mejor osteointegracion y, por otro, la inhibicion o disminucion de la
adhesion y el crecimiento bacteriano a la superficie de los implantes, sugerimos
aplicar un tratamiento con L. reuteri como método preventivo. La presencia de
un probidtico en una superficie previo a la adhesion de un biofiim
periimplantario podria proveer de propiedades antibacterianas que modifiquen
la microbiota periimplantaria contribuyendo asi a la prevencion de la

enfermedad.
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8.- CONCLUSIONES

La administracion de un comprimido diario del probidtico oral Lactobacillus
reuteri Prodentis durante 30 dias como coadyuvante a la terapia mecanica de
implantes con mucositis y periimplantitis en pacientes parcialmente edéntulos

con antecedentes de enfermedad periodontal y no fumadores:

1.- Mejora los parametros clinicos a nivel general (indice de placa y sangrado
al sondaje) y a nivel del implante (indice de placa, profundidad de sondaje y

sangrado al sondaje).

2.- No produce cambios significativos en la composicion de la microbiota
subgingival de implantes con mucositis y periimplantitis, pero disminuye

significativamente la concentracion de P. gingivalis en implantes con mucositis.

3.- No causa ningun efecto adverso percibido por parte del paciente o del

investigador.
4.- Es una dosificacion que los pacientes pueden cumplir con facilidad.

De acuerdo con los resultados del presente estudio, el efecto del probiotico L.
reuteri Prodentis a nivel de la microbiota subgingival periimplantaria es mucho

mas limitado que a nivel clinico.
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Comité Etic i Clinica Universitat
CEIC| d'Investigacié (e{6]0)! Universitaria J Internacional
Clinica d'Odontologia § de Catalunya

CEIC APROVAL STUDY

Study Code: PER-ECL-2014-01

Study version: 1.1

Version date: 05/11/2014

Title: "Clinical and microbiological evaluation of the effect of probiotics agents in the prevention
and treatment of peri-implantitis. Triple-blind study”.

Sant Cugat del Valles, 5th november 2014

Dra. Violant / Dra.Vicario

Ref: "Clinical and microbiological evaluation of the effect of probiotics agents in the
prevention and treatment of peri-implantitis. Triple-blind study”.

Dear Doctors,

The members of the CEIC of the Clinica Universitaria d'Odontologia, appreciate your contribution
in the field of research and the presentation to this Committee of the referred study for its
evaluation.

After having rated the new contributions to the study, requested by our Ethic Committee, on the 5"
November 2014, the decision was to APPROVE it.

We remind, that according to Real Decret 223/2004 art.27, you should present a monthly
preliminary report during the study and a final report when the study finishes, through the
Academic Commission, to the Clinical Research Ethics Committee of the CUO.

President of the CEIC-CUO
Comité Etic

CEIC| d'Investigacis
Clinica

5 Hov. 20m

Nam. de registre

........ Smeao
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ANEXOS

Universitat Escola
Internaclonal | de Doctorat
de Catalunya

Barcelona, 26 de febrer de 2014

Dra. Deborah Violant

Universilat Internacional de Catalunya
Facultat d'Odontologia

C/ Josep Trueta s/n

08195 Sant Cugat del Vallés

Benvolguda Dra. Violant,

Amb la present, li comunico que la Comissié Académica del Doctorat en Ciéncies de
la Salut, en la seva sessio del passat 11 de febrer, i una vegada estudiada la seva
soblicitud va acordar aprovar el projecte de tesi amb titol “Clinical and
microbiological evaluation of the Effect of Probiotics agents in the Preventions and
Treatment of Peri-implantitis™ presentat per Marta Galofré Mercadé i que sigui
admeés al periode d'investigacié del Doclorat de Recerca en Salut.

Se linforma que, tot i que a efectes academics tenen el mateix valor, en la
tramitacio dels expedients constara com a director aquell investigador que compleixi
els requisits establerts pel comité de Direccié de I'Escola de Doclorat per a dirigir
tesis en solitari.

Aixi el projecte de tesi sera dirigit per la Dra. Deborah Violant com a Directora i la
Dra. Ménica Vicario com a Codirectora de la Tesi.

Per altre banda li fem saber que la normativa de la UIC estableix que s'ha d'obtenir
una avaluacié favorable del Comité d'Etica en la Recerca, abans del inici de la
investigacio. Haura d'aportar aquest informe en quan |'obtingui.

Finalment el volem informar que per poder tramitar la matricula es poden posar en
contacte amb el Sr. Jaime Oliver.

Per qualsevol giestié que vulguin comentar no dubtin en posar-se en contacte amb
nosaltres.

Atentament,

E\U:?\n/ | wihs—

Empar Lorda

Secretaria Comissio Académica Ciéncies de la Salut
Escola de Doctorat

Universitat Internacional de Catalunya
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6. DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE PARTICIPANTE EN EL
ESTUDIO DE INVESTIGACION

Codigo del estudio: PER-ECL-2014-01.

Versién del protocolo: 1.1

Fecha de presentacion del protocolo: 05/11/2014

Titulo: Clinical and microbiological evaluation of the Effect of Probiotics agents in the Prevention and Treatment of Peri-implantitis. Triple-
blind study.

Investigador/a principal: Dra. Deborah Violant/Dra. Monica Vicario
Investigador/a secundario/a (alumno/a): Marta Galofré / Diana Palao
Tutor/a / monitor/a: Dra. Deborah Violant/Dra. Monica Vicario
Departamento: Periodoncia. Universitat Internacional de Catalunya

Linea de investigacion (registrada en la UIC): Prevencién y Tratamiento de la Periimplantitis
Oral. SGR 2014-812

Titulo de la investigacién: Clinical and microbiological evaluation of the effect of probiotics
agents in the prevention and treatment of peri-implantitis. Triple-blind study.

Se ha solicitado su participacion en un estudio de investigacion. Antes de decidir si
aceptan participar, es importante que comprendan los motivos por los que se lleva a
cabo la investigacion: como se va a utilizar su informacion, en qué consistira el

estudio y los posibles beneficios, riesgos y molestias que pueda conllevar.

En el caso de que participen en algin otro estudio, lo deben de comunicar al

responsable para valorar si pueden participar en éste.
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¢CUALES SON LOS ANTECEDENTES Y EL OBJETIVO DE ESTE ESTUDIO?

En la actualidad, la opcién ideal de tratamiento para reponer dientes ausentes, es la
colocacion de implantes dentales. Sin embargo, y aunque la tasa de éxito de los
implantes es muy elevada, estos pueden, al cabo de un tiempo, infectarse con
bacterias que residen en la boca dando lugar a pérdida de hueso alrededor de los
mismos y, en Ultima instancia, a la pérdida completa del/los implantes. Este proceso
infeccioso se conoce como periimplantitis. La mucositis periimplantaria, supone un
paso previo en el cual, las bacterias producen una inflamacién de la encia que rodea
al implante sin que se haya producido aun la pérdida de hueso. Se han propuesto
distintas terapias para tratar la mucositis y la periimplantitis. Ademas, recientemente
se ha introducido el uso de probibticos, bacterias beneficiosas para el ser humano,
en el manejo de infecciones orales debido a que podrian colonizar las superficies de
dientes/implantes evitando que lo hagan otras bacterias perjudiciales de tal forma
que los tejidos orales se mantendrian en salud. Los probiéticos se han incorporado
en muchos alimentos que consumimos actualmente como los yogures (Activia®,
Actimel®...) o la leche para favorecer el buen funcionamiento del sistema digestivo,

por ejemplo.

Con el objetivo de, por un lado, evitar el desarrollo de la mucositis y la periimplantitis
y, por el otro, tratar dichas enfermedades periimplantarias una vez establecidas, el
objetivo de este estudio consiste en evaluar el efecto preventivo y terapéutico del
probiético Lactobacillus reuteri Prodentis, tanto a nivel clinico como microbiologico,

en salud periimplantaria, mucositis o periimplantitis.
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¢TENGO OBLIGACION DE PARTICIPAR?

La decision sobre participar o no en la investigacion le corresponde a Usted. En el
caso de no querer participar o bien querer abandonar, la calidad de la asistencia que
recibiran, no quedard afectada. Si decide Usted participar, se les entregara el

formulario de consentimiento informado para que lo firmen.
¢CUALES SON MIS OBLIGACIONES?

Si se compromete a formar parte del estudio, esta obligado a comprometerse a
acudir a todas las visitas: 3 durante el tratamiento y 2 de revisién. Se administrara de
manera aleatoria tratamiento con probibticos o placebo durante 30 dias con la
siguiente posologia: 1 capsula/dia/noche después del cepillado dental. En caso

contrario, debera comunicarselo al investigador responsable del estudio.

¢CUALES SON LOS POSIBLES EFECTOS SECUNDARIOS, RIESGOS Y
MOLESTIAS ASOCIADOS A LA PARTICIPACION?

El uso de probi6ticos en pacientes sanos es seguro aunque, es posible que note
ligeras molestias gastrointestinales o flatulencia durante su administracion. Si hay
aguna complicacion durante el periodo de studio, se suspendera la
administracion de probidticos. En el caso de mucositis o peri-implantitis, se
administrara colutorio de clorhexidina al 0°12% 2 veces al dia (30 segundos)

durante 15 dias.
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¢CUALES SON LOS POSIBLES BENEFICIOS DE PARTICIPAR?

El beneficio de participar en el estudio, es prevenir o tratar la mucositis o
periimplantitis presente en uno/varios implantes de tu boca. Si se demuestra que el
resultado del uso de probibticos es beneficioso, se podran curar lesiones de este tipo
de forma mas efectiva en el futuro evitando asi el desarrollo de periimplantitis y la

consiguiente pérdida de implantes dentales.

Al participar en este estudio, Usted esta contribuyendo ademas al desarrollo de

nuevas modalidades de tratamiento de estas enfermedades infecciosas.
PARTICIPACION VOLUNTARIA

La participacion en un ensayo es una decision voluntaria y personal. En el caso de
no querer participar o bien de querer abandonar el estudio, la calidad de la asistencia
que recibird no se vera afectada y se seguiran los protocolos habituales. Si decide
participar, se le entregara la Hoja de informacion al paciente y el Consentimiento

informado para que firme todas las hojas de ambos documentos.

Si el Investigador Principal considera que el estudio puede perjudicar a su salud, le

invitara a abandonarlo, y le dara las explicaciones pertinentes.

Finalmente, una vez haya concluido su participacion, deberd seguir los

procedimientos indicados por el/la doctor/a para garantizar su seguridad.

El beneficio inmediato de participar en el estudio, es su contribuciéon al conocimiento
y desarrollo cientifico, sin que pueda garantizarsele un beneficio inmediato para

usted.
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¢COMO SE VAN A UTILIZAR MIS DATOS DEL ESTUDIO?

Segun el articulo 3.6 del RD 223/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan los
ensayos clinicos con medicamentos, el tratamiento, la comunicacién y la
cesibn de los datos de caracter personal de los sujetos participantes en
el ensayo, éste se ajustara a lo dispuesto en la Ley organica 15/1999, de 13

de diciembre, de proteccion de datos de caracter personal.

El/la doctor/a del estudio podra utilizar sus datos personales para la difusion de
resultados dentro de la comunidad cientifica y garantizara la proteccion de estos

datos a fin de no desvelar su identidad.

Unicamente el/la doctor/a del estudio y su equipo investigador, tendran acceso a la

clave del codigo que permite asociar los datos del estudio con su identidad.

La empresa patrocinadora, Sunstar Suisse S.A., Switzerland, podra utilizar los datos
del estudio para la investigacion y desarrollo. Cualquier uso continuado de los datos
del estudio por parte del/de la doctor/a del estudio o de la empresa patrocinadora,
Sunstar Suisse S.A., Switzerland, tendrd los fines que se describen en este
formulario. Si retira el consentimiento de utilizar sus datos del estudio, no podra
seguir participando en la investigacion. Debe tener en cuenta que los resultados del
estudio podran aparecer publicados en la bibliografia médica, si bien su identidad no
sera revelada. En caso de que deban tomarse fotografias de la cara y/o cuerpo
completo, se garantizara la proteccion de su identidad. La empresa patrocinadora,
Sunstar Suisse S.A., Switzerland, es responsable de su propio procesamiento de los

datos del estudio.
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¢COMO PUEDO ESTABLECER CONTACTO SI NECESITO OBTENER MAS
INFORMACION O AYUDA?

Mediante la firma de este formulario, usted asiente que ha estado informado de las
caracteristicas del estudio, ha entendido la informaciéon y el/la doctor/a ha clarificado

todas sus dudas.

En caso de sufrir un dafio relacionado con el estudio o para obtener respuesta a
cualquier pregunta que pueda surgir durante la investigacion, péngase en contacto

con:

Nombre del IP: Dra. Deborah Violant/Dra. Monica Vicario
Nombre del IS: Marta Galofré / Diana Palao

Clinica Universitaria de Odontologia

Universitat Internacional de Catalunya

Direccién: C/ Josep Trueta, s/n-08195, Sant Cugat del Vallés
Num. de teléfono: 93 504 20 30

Mail: ceic.cuo.ceic@uic.es
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7a. CONSENTIMIENTO INFORMADO

NUmero del estudio: PER-ECL-2014-01.

Version del protocolo: 1.1

Fecha de la version: 05/11/2014

Fecha de presentacion: 05/11/2014

Titulo: Clinical and microbiological evaluation of the Effect of Probiotics agents in the Prevention and Treatment of Peri-
implantitis. Triple-blind study.

Investigador/a principal: Dra. Deborah Violant / Dra. Monica Vicario
Investigador/a secundario/a (alumno/a): Marta Galofré / Diana Palao
Tutor/a / Monitor/a: Dra. Deborah Violant / Dra. Monica Vicario
Departamento: Periodoncia

Linea de investigacion: Prevencién y Tratamiento de la Peri-implantitis Oral. SGR 2014-
812

Titulo de la investigacion: Clinical and microbiological evaluation of the effect of probiotics
agents in the prevention and treatment of peri-implantitis. Triple-blind study.

- He recibido informacién verbal acerca del estudio y he leido la informacién
escrita que se adjunta, de la que he recibido una copia.

- He comprendido lo que se me ha explicado.

- He podido comentar el estudio y realizar preguntas al profesional responsable.

- Doy mi consentimiento para tomar parte en el estudio y asumo que mi
participacion es totalmente voluntaria.

- Entiendo que podré retirarme en cualquier momento sin que ello afecte a mi
futura asistencia médica.

Mediante la firma de este formulario de consentimiento informado, doy mi consentimiento
para que mis datos personales se puedan utilizar como se ha descrito en este formulario
de consentimiento, que se ajusta a lo dispuesto en la Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de
diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal.

Entiendo que recibiré una copia de este formulario de consentimiento informado.

Firma del paciente o la paciente Fecha de la firma
N.° de DNI
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DECLARACION DEL INVESTIGADOR O LA INVESTIGADORA

El paciente o la paciente que firma esta hoja de consentimiento ha recibido, por parte del
profesional, informacion detallada de forma oral y escrita del proceso y naturaleza de este
estudio de investigacion, y ha tenido la oportunidad de preguntar cualquier duda en
cuanto a la naturaleza, los riesgos y las ventajas de su participacion en este estudio.

Firma del investigador o investigadora Fecha de la firma
Nombre:
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RESUMEN

Los implantes dentales son una alternativa terapéutica importante para
reemplazar los dientes perdidos. Aunque presentan una alta tasa de éxito y
supervivencia, la prevalencia de mucositis y periimplantitis es elevada. El
tratamiento mecanico no quirurgico es eficaz en mucositis y la terapia no
quirurgica y quirurgica tienen una eficacia limitada e impredecible en
periimplantitis. Puesto que no hay consenso sobre si el uso adjunto de
antisépticos locales o antibioticos locales o sistémicos mejoran los resultados
de la terapia no quirurgica en mucositis y periimplantitis y el objetivo principal
del tratamiento de ambas entidades patologicas es reducir la carga bacteriana
de la superficie de los implantes y prevenir su posterior recolonizacion, surge la
necesidad de investigar nuevas alternativas de tratamiento que ayuden en la

prevencion y el tratamiento de la patologia periimplantaria.

Los objetivos principales de este ensayo clinico aleatorizado y triple ciego
fueron evaluar el efecto del probidtico oral L. reuteri Prodentis, como
coadyuvante al tratamiento mecanico, en los parametros clinicos vy
microbiolégicos de implantes con mucositis o periimplantitis en pacientes no
fumadores con antecedentes de enfermedad periodontal. Ademas, como
objetivos secundarios evaluamos si los pacientes cumplieron con la

dosificacion del probiotico y si sufrieron algun efecto adverso.

Los resultados obtenidos indican que el probidtico Lactobacillus reuteri
Prodentis, como coadyuvante al tratamiento mecanico, produce una mejoria
adicional versus la terapia mecanica sola, tanto en los parametros clinicos
generales (indice de placa y sangrado al sondaje) como a nivel de los
implantes con mucositis o periimplantitis (indice de placa, profundidad de
sondaje y sangrado al sondaje) de pacientes con antecedentes de enfermedad
periodontal. Sin embargo, tiene un efecto muy limitado a nivel de la
composiciéon de la microbiota periimplantaria, puesto que solo disminuye
significativamente la carga bacteriana de P. gingivalis en implantes con
mucositis. Asimismo, la administracion de un comprimido diario de
Lactobacillus reuteri Prodentis durante un mes es de facil cumplimiento por

parte de los pacientes y no causo ningun efecto adverso.
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Es necesario realizar estudios prospectivos a largo plazo estandarizando las
variables para evaluar el efecto del probidtico L. reuteri en la prevencién y

tratamiento de la enfermedad periodontal y periimplantaria.
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