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. RESUMEN

. RESUMEN

INTRODUCCION: La infeccion endodéntica persistente tiene la particularidad de
ser causada por microorganismos que de alguna manera han resistido los
tratamientos antimicrobianos, siendo la mas dificil de erradicar y por lo tanto
requiere de técnicas de desinfeccién complementarias como la medicacién
intraconducto. El Ca(OH). ha sido el medicamento de eleccion; a pesar de poseer
multiples beneficios, se ha demostrado que presenta inefectividad contra
microorganismos como el E. faecalis, por lo cual basados en investigaciones
recientes se sugiere el uso de solucion a base de probidticos orales como
coadyuvante a la erradicacion de la infeccion endoddéntica. OBJETIVO: Evaluar el
potencial antimicrobiano de una solucion en gel a base de L. reuteri en comparacion
con el Ca(OH), utilizados como medicacién intraconducto. METODOLOGIA: Se
evaluo la capacidad antimicrobiana de tres concentraciones de L. reuteri combinado
con P407 y Ca(OH). contra E. faecalis mediante el método de difusién en discos
utilizando placas petri y agar Mdller-Hinton. Se evalué la zona de inhibicién
bacteriana en periodos de 24, 48, 72, 96 y 168 horas. RESULTADOS: Visualmente
se puede observar que en los grupos control en los que se utilizo la solucidn a base
de L. reuteri no existid inhibicion significativa en ninguno de los tiempos de
incubacion, tampoco existié diferencia significativa en los grupos evaluados de la
solucion en gel de L. reuteri independientemente de la concentracion utilizada.
CONCLUSIONES: El uso de solucion en gel a base de L. reuteri posee poco o nulo
efecto antimicrobiano en comparacién al uso de Ca(OH). cuando son utilizados

como medicacion intraconducto.
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. ABSTRACT

INTRODUCTION: Persistent endodontic infection has the particularity of being
caused by microorganisms that have somehow resisted antimicrobial treatments,
being the most difficult to eradicate and therefore requiring complementary
disinfection techniques such as intracanal medication. Ca(OH). has been the
medication of choice; Despite having multiple benefits, it has been shown to be
ineffective against microorganisms such as E. faecalis, which is why based on recent
research, the use of a solution based on oral probiotics is suggested as an adjuvant
to the eradication of endodontic infection. OBJECTIVE: To evaluate the
antimicrobial potential of a gel solution based on L. reuteri in comparison with
Ca(OH)2 used as intracanal medication. MATERIALS AND METHODS: The
antimicrobial activity of three concentrations of L. reuteri combined with P407 and
Ca(OH). against E. faecalis was evaluated by the disk diffusion assay using petri
dishes and Muller-Hinton agar. The zone of inhibition was evaluated in periods of
24,48,72, 96 and 168 hours. RESULTS: Visually, we can observe that in the control
groups in which the L. reuteri-based solution was used, there was no significant
inhibition at any of the incubation times, nor was there a significant difference in the
groups evaluated with the L. reuteri gel solution regardless of the concentration
used. CONCLUSIONS: The use of gel solution based on L. reuteri has little or no
antimicrobial effect compared to the use of calcium hydroxide when used as

intracanal medication.
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Il. INTRODUCCION

La Asociacion Americana de Endodoncistas define a la endodoncia como la rama
de la odontologia encargada de la morfologia, fisiologia y patologia de la pulpa
dental humana y los tejidos perirradiculares, la cual tiene como principal objetivo la
prevencion y tratamiento de la periodontitis apical, es decir, el restablecimiento de
la salud periodontal en caso de verse afectada, y por consecuente la preservacion
del 6rgano dentario afectado (1). Al procedimiento para lograr este objetivo se le
denomina “tratamiento de conductos radiculares”. En 1985 Ingle sefial6 que para
lograr un tratamiento de conductos exitoso se debe cumplir con la llamada “triada
endododntica” que se compone de asepsia, preparacion biomecanica y sellado apical
de todos los conductos preparados. Cada uno de estos pasos tiene un alto impacto
en el pronodstico de la terapia endododntica, siendo la asepsia o desinfeccion la
encargada de la disminucion de la carga bacteriana del sistema de conductos, la
cual es la etiologia principal de la periodontitis apical. Esta Gltima ocasionada por
afecciones pulpares irreversibles o a la perdida de la vitalidad pulpar consecuente
de multiples factores entre los que se encuentra la caries (2).

2.1. CARIES

Se conoce como caries a una enfermedad dinamica multifactorial, crénica y
progresiva, mediada por biofilm bacteriano que resulta en la pérdida de tejidos duros
dentales (3). La caries tiene su inicio cuando existe una irritacién a los tejidos
dentales consecuente de la interaccion de microorganismos oportunistas que
forman parte de la microbiota oral con una superficie dental en estado de
susceptibilidad; esta interaccion da como resultado lo que se conoce propiamente
como lesion cariosa, que se caracteriza por tener un desarrollo progresivo que
comienza con la desmineralizacion del esmalte o el cemento, debido a los acidos
gue son producidos por las bacterias después del metabolismo de los carbohidratos
consumidos en la dieta del individuo (4). Esta enfermedad se caracteriza por el dano
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irreversible de las estructuras dentarias en sus estadios avanzados y de no ser
tratada o eliminada a tiempo puede afectar al tejido mas profundo del érgano
dentario: la pulpa, la cual recibe los estimulos externos y reacciona a ellos
defendiéndose produciendo inflamacion e iniciando asi procesos pulpares que en
un momento dado se tornan irreversibles y son caracterizados por la presencia de
dolor espontaneo, dolor nocturno, dolor referido y/o sensibilidad térmica que

eventualmente conllevan a una necrosis pulpar si la irritacion permanece constante

(5).

2.2. NECROSIS PULPAR

La necrosis pulpar o pérdida de la vitalidad pulpar se produce como secuela a las
lesiones cariosas, a traumatismos, a afecciones periodontales o a procedimientos
dentales iatrogénicos, asi como a la eliminacién de la pulpa por tratamiento

endodontico (4).

Cuando la pulpa se encuentra en estado necrético se vuelve indefensa a la invasion
microbiana y posibilita que los microorganismos oportunistas presentes en la
microbiota oral ingresen a la pulpa cameral por distintas vias como: exposicion
directa por presencia de lesiones cariosas, a través de tubulillos dentinarios
permeables o a través fracturas en el cemento y el esmalte. La necrosis puede ser
parcial o total, una vez que las bacterias han entrado al sistema de conductos
radiculares, comenzaran a esparcirse por todo el espacio ocupado por la pulpa; el
tejido necrotico actia como fuente de nutrientes para las bacterias, las cuales
fagocitan el tejido eliminando la pulpa en su totalidad. Una vez establecidos los
microorganismos comenzara la generacién de un proceso inflamatorio crénico que
por lo regular tiene lugar alrededor del apice dental, conocido como periodontitis
apical (6).
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2.3. PERIODONTITIS APICAL

La periodontitis apical es reconocida como una enfermedad inflamatoria de etiologia
polimicrobiana dominada por bacterias anaerobias en la que se ven afectados los
tejidos perirradiculares debido a la ausencia de defensas por parte del sistema
inmunolégico del huésped después de que se ha producido una necrosis pulpar (7).
Sundqvist mencionaba las bacterias que normalmente habitan en la cavidad oral,
es decir, la microbiota oral, son capaces de invadir el conducto radicular durante y
posterior a una necrosis pulpar para participar en la infeccion de los conductos y
finalmente alcanzar los tejidos perirradiculares, ocasionando inflamacion como

respuesta del organismo (8).

Los principales microorganismos implicados en la patogenia de la periodontitis
apical son las bacterias; sin embargo, también se ha establecido la presencia de
hongos, arqueas y virus. La mayoria de las bacterias implicadas suelen ser
patogenos oportunistas pertenecientes a la microbiota oral que se aprovechan de
los cambios que se producen cuando existe algun desequilibrio en el pH de la
cavidad oral. Las bacterias comensales se convierten en patégenos oportunistas y
provocan infecciones enddgenas; una vez colonizado el conducto radicular en
estado necrotico, se producen dafios en los tejidos perirradiculares que dan lugar a
cambios inflamatorios que pueden iniciar incluso antes de que el proceso de
necrosis abarque la totalidad del tejido pulpar, es decir antes de llegar el tercio apical
de la raiz afectada (7).

Los factores de virulencia bacterianos juegan un papel crucial para el desarrollo de
la enfermedad, pueden ser relacionados a los productos segregados como las
endotoxinas, exotoxinas, proteinas de shock térmico y productos finales del
metabolismo. La periodontitis apical puede ser cronica o aguda, la primera se asocia
a una baja virulencia de la poblacion bacteriana implicada, pero representa una
fuente persistente de agresion para los tejidos y suele estar relacionada con la
organizacion de las bacterias a manera de biopeliculas. La infeccién aguda se debe
a la alta virulencia de las bacterias implicadas, puede ser a consecuencia de la

sinergia entre especies y suelen estar relacionadas con bacterias en estado
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planctonico en grandes cantidades y que no pueden ser contrarrestadas por el

descenso de las defensas del huésped (4).

2.3.2. Bacterias plancténicas

Las bacterias en estado plancténico son asociadas a infecciones agudas, dado que
se ha demostrado que tienen alta virulencia debido a la posibilidad de actuar en
sinergismo cuando estan presentes varias especies bacterianas. El estado
plancténico hace alusion a bacterias que se encuentran flotando o nadando
libremente dentro de un espacio, en este caso dentro del conducto radicular (9).

2.3.1. Biopelicula

La biopelicula o biofilm es un estado de organizacién bacteriano cuyo crecimiento
inicia con la fijacion de una bacteria planctdnica a una superficie que se toma como
sustrato. Una vez adherida, los microorganismos comienzan a proliferar hasta
convertirse en una estructura compleja y por lo tanto un biofilm maduro con
diferentes necesidades ecolégicas y patogenias. Este tipo de unidén brinda
proteccion a las bacterias y las vuelve resistentes a los factores de defensa del
huésped, al igual que a algunos agentes antimicrobianos utilizados para la
desinfeccion en el tratamiento de infecciones. Es una fuente persistente de
agresion, por lo que para que la desinfeccidon sea exitosa, se debe realizar la
remocion total del biofilm bacteriano. Se ha demostrado que las bacterias en este
estado son de 100-1000 veces mas resistentes que las bacterias en estado
plancténico (10).

2.4. INFECCION ENDODONTICA

Las infecciones endoddnticas se pueden clasificar segun su localizacion anatémica
en infeccion intrarradicular e infeccion extrarradicular. La infeccion intrarradicular es
causada por microorganismos que colonizan el interior del sistema de conductos
radiculares (Figura 1) y son subdivididas dependiendo el momento en el que estos

acceden al sistema en: infeccion primaria refiriéndose a la colonizacion inicial de
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una pulpa virgen que no ha sido invadida o tratada previamente, infeccién
secundaria cuando los microorganismos acceden al conducto radicular en algun
momento durante o posterior a la intervencién profesional e infeccion persistente, la
cual tiene la particularidad de ser causada por microorganismos que estuvieron
presentes desde la infeccion primaria y que de alguna manera resistieron los
tratamientos antimicrobianos que se utilizan en la terapia endodontica, ésta ultima
siendo la mas dificil de erradicar y por lo tanto requiere de técnicas de desinfeccién
complementarias que promuevan una mayor distribucion de los agentes irrigantes
en las zonas de dificil acceso, como la medicacion intraconducto. Cuando los
microorganismos se encuentran adheridos a la pared externa de la raiz dentaria se
denomina infeccion extrarradicular, como su nombre lo sugiere, presenta invasion
microbiana en el exterior de la raiz, ocasionando inflamacion en los tejidos
perirradiculares; puede ser una secuela a la infeccién intrarradicular o surgir de
manera independiente. Las infecciones endoddnticas estan compuestas por una
comunidad polimicrobiana en la que predominan especies gram positivas
anaerobias facultativas entre las que se destaca el Enterococcus faecalis (E.
faecalis), esta especie bacteriana se encuentra con mayor frecuencia en
tratamientos realizados por primera vez, es decir, en infecciones primarias o en
casos de recidiva (infeccion persistente), esta bacteria ha sido encontrada tanto en
el interior del conducto como en lesiones periapicales (7).

Figura 1. Proceso de inflamacién pulpar.

Proceso de inflamacioén, necrosis e infeccion de la pulpa a partir de la exposicién a la
caries, hasta la formacion de una periodontitis apical(9).
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2.4.1. Enterococcus faecalis

El Enterococcus es un grupo de bacterias en forma de cocos, gram-positivas,
anaerobias facultativas, que forman parte de la microbiota oral, del tracto
gastrointestinal humano y del tracto genital femenino. El E. faecalis, es una especie
bacteriana que se encuentra con mayor frecuencia en casos de fracaso
endoddntico, asociando su presencia a una de las principales causas del fracaso en
el tratamiento endodontico primario; se ha descubierto que ésta bacteria ha
desarrollado mecanismos de supervivencia a los tratamientos quimicos
antimicrobianos y que posee numerosos factores de virulencia como la produccién
de sustancias de agregacion, proteinas de superficie, gelatinasa, produccion de
superoxido extracelular, polisacaridos capsulares y resistencia a varios antibioticos,
ademas de caracteristicas como la resistencia al pH altamente alcalino y de tener
gran capacidad de adaptacion, lo cual la hace resistente a altas temperaturas, altas
concentraciones de sal, acido e incluso a la ausencia de nutrientes. Las posibles
causas de la presencia de este microorganismo en fracasos endodonticos sugieren
que el E. faecalis posee la habilidad de colonizar e infectar los tubulillos dentinarios,
por lo que su eliminacion y desinfeccién quimico-mecanica durante el tratamiento
de conductos primario se vuelve compleja dada la imposibilidad de accesar a dichos
espacios anatdmicos tan reducidos, ademas estas bacterias presentan la habilidad
de unirse al colageno y representan un papel importante en el desarrollo del biofilm
bacteriano, lo cual aumente la resistencia a los antibiéticos y a la fagocitosis. Otra
posible causa es la potencial resistencia de esta bacteria a la medicacion
intraconducto mas utilizada en la odontologia actual: el hidroxido de calcio
(Ca(OH)2), lo que permite a estos microorganismos permanecer en estado

quiescente (11).

2.5. AGENTES IRRIGANTES

La desinfeccion es uno de los principios fundamentales establecidos por el Dr. Ingle
en la llamada “triada endodontica”, esta consiste en la disminucion de la carga

bacteriana del interior del sistema de conductos mediante el uso de soluciones
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especiales conocidas como agentes irrigantes. Irrigacion se define como el lavado
de una herida o cavidad corporal con agua o un liquido medicado, a los cuales se
les da el nombre de agentes irrigantes, estos tienen como objetivo dentro de la
terapia endodontica la eliminacidon de residuos, lubricacion del conducto y
eliminacion del tejido organico e inorganico (9). Algunas de las caracteristicas
deseadas en un agente irrigante son: tener amplio espectro antimicrobiano y una
alta eficacia contra biopeliculas de microorganismos aerobios y facultativos,
disolucion del tejido pulpar necrético, inactivacion de endotoxinas, eliminacion del
barrillo dentinario o su posterior disolucion, no ser sistémicamente toxico y tener
poco o nulo potencial de causar una reaccion de anafilaxia. Los agentes irrigantes
de mayor uso en la actualidad incluyen el NaOCI, la clorhexidina y soluciones
quelantes como el acido citrico y el acido etilendiaminotetraacético (EDTA); sin
embargo, como se ha establecido con anterioridad, existen tipos de infecciones
endodonticas y formas de organizacion bacteriana que limitan la utilizacion de estas
sustancias, pues su uso exclusivo es incapaz de eliminar por completo el factor
causal de la periodontitis apical, por lo tanto se requieren de técnicas
complementarias a la irrigacion que cumplan con superar los limitantes que
presentan los irrigantes de mayor uso en endodoncia, la técnica mas estudiada que
promueve una desinfeccion prolongada es la conocida como medicacion

intraconducto (12,13).

2.6. MEDICACION INTRACONDUCTO

La medicacion intraconducto es una técnica empleada para combatir los
microorganismos remanentes de la infeccion endoddntica colocando una sustancia
con propiedades antibacterianas en el espacio de los conductos radiculares. Se
coloca para que actue como curativo de demora hasta la finalizacion del tratamiento
de conductos; para realizarla se utilizan medicamentos con propiedades curativas
que se encargan de reducir el dolor y la inflamacion, eliminar el exudado apical,

controlar la reabsorcion radicular inflamatoria y prevenir la contaminacién entre citas
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previo al sellado final. Actualmente el estandar de oro de la medicacién

intraconducto es el Ca(OH) utilizado en endodoncia desde 1920 (14).
2.6.1. HIDROXIDO DE CALCIO

El Ca(OH). ha sido el medicamento de eleccion empleado para medicacion
intraconducto por su actividad biolégica y antimicrobiana cuando la desinfeccién
fisico-quimica no es suficiente debido a caracteristicas anatdémicas de los 6rganos
dentarios, como a la complejidad en la anatomia del sistema de conductos
radiculares (presencia de istmos, irregularidades) o en casos de infecciones
endododnticas severas para el control y disminucion de la carga bacteriana (15). Se
ha sugerido el empleo del Ca(OH). como curativo de demora con el objetivo de
eliminar bacterias remanentes posterior a la instrumentaciéon, reducir el dolor,
eliminar el exudado apical, controlar la reabsorcion radicular inflamatoria y prevenir
la contaminacion previa al sellado final (16). El Ca(OH)2 es reconocido hasta la fecha
como el estandar de oro para medicacion intraconducto, es un medicamento
antibacteriano que actua por disociacion idnica de los iones Ca?*y OH- que modifica
los lipopolisacaridos de la pared bacteriana haciéndolos menos antigénicos,
ademas posee propiedades alcalinas (pH alto). Se han utilizado distintos vehiculos
para su manejo clinico, los cuales se pueden clasificar en oleosos, viscosos y
acuosos, segun su consistencia; el vehiculo ideal debe ser capaz de permitir la
disociacion idnica de manera gradual y lenta sin modificar el pH alcalino, ademas
debe tener la viscosidad adecuada que permita la interaccién de las particulas.
Entre los vehiculos mas utilizados para este fin se encuentran el agua destilada, la
solucion salina, anestésicos dentales, glicerina, polietilenglicol, aceite de oliva, e
incluso se ha sugerido el uso de clorhexidina al 2% o yoduro de potasio para
potencializar el efecto antimicrobiano del Ca(OH)2, no obstante, los resultados no
han sido del todo concluyentes (17,18). Algunos estudios han demostrado la
inefectividad del medicamento frente a microorganismos como el E. faecalis ya que
éste tiene la capacidad de sobrevivir un medio ambiente con pH altamente alcalino
por lo cual, es capaz de permanecer en el espacio intrarradicular aun cuando se ha

empleado la medicién intraconducto y al contrario, verse beneficiado en su actividad

10
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de adherencia cuando el Ca(OH). eleva el pH de la zona infectada aumentando la

capacidad del E. faecalis de unirse al colageno (19).

El Ca(OH). tiene poco o ningun efecto sobre la intensidad o la gravedad del dolor
posoperatorio después del tratamiento de endodoncia. Se estudié el efecto del
Ca(OH)2 sobre las citocinas proinflamatorias y se concluyd que conduce a la
desnaturalizacion de mediadores proinflamatorios como la interleucina-1a (IL-1a),
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP). Ademas, no se recomienda la sobreextensién deliberada
porque la extrusion periapical de Ca(OH). puede tener efectos perjudiciales.
Informes sobre necrosis dsea y respuestas inflamatorias continuas en perforaciones
mecanicas reparadas, efectos neurotoxicos de los selladores de conductos
radiculares, citotoxicidad en cultivos celulares, epitelio dafiado con o sin atipico
celular cuando se aplica sobre bolsas en las mejillas de hamsters, dafo celular
después de un vendaje temprano con Ca(OH). de dientes avulsionados y necrosis
de la encia y la mucosa bucal después de una sobreextension perirradicular
causada por una quemadura alcalina, por lo que en los ultimos afios ha surgido la
necesidad de buscar una alternativa de igual o mayor efectividad, pero con la menor
cantidad de efectos adversos. Derivado de estas limitaciones y potenciales efectos
adversos se han buscado alternativas que ofrezcan un mayor potencial

antimicrobiano en infecciones endoddnticas persistentes (20).

2.7. PROBIOTICOS

El control de la resistencia bacteriana a los antibiéticos es uno de los principales
topicos que conciernen en la actualidad a la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), por lo cual se ha encaminado a la busqueda de alternativas terapéuticas
que sustituyan al uso convencional de antimicrobianos; con el reciente auge en los
estudios sobre el microbioma humano, que se define como el componente
microbiano normal y reconocido de todos los seres humanos y animales que es
necesario para preservar la salud, surge la idea de que los probitticos pueden ser
coadyuvantes para el mantenimiento de un equilibrio en la salud endododntica. La

11
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OMS define a los probidticos como “microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del
huésped” modulando la respuesta inmunoinflamatoria e influyendo en la estructura
y funcion de la microbiota humana. El uso de probidticos fue inicialmente utilizado
como auxiliar en padecimientos del tracto gastrointestinal por sus efectos
inmunomoduladores e inhibidores de la inflamacion, se ha demostrado que algunas
especies tienen la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal a manera de biofilm
y producir sustancias antimicrobianas para competir con los microorganismos
patogenos por los sitios de adherencia y los sustratos disponibles. Los probidticos
tienen la capacidad de mejorar el estado del paciente en trastornos como diarrea,
gastroenteritis, enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de Crohn y colitis
ulcerosa), cancer, digestion inadecuada de lactasa, alergia pediatrica,
hiperlipidemia, enfermedad hepatica e infeccion por Helicobacter pylori, infecciones
genitourinarias, etc. Su uso en odontologia surge de la hipotesis de que su
mecanismo de accion en la cavidad oral puede ser analogo al descrito para el
intestino, por lo que en los ultimos afos se han realizado estudios que comprueban
su eficacia en distintas areas de la odontologia; las especies de probidticos mas

estudiadas en la actualidad son del género Lactobacilli y Bifidobacterium (21,22).

En particular a nivel oral, los probiéticos tienen el efecto de reducir la aparicién de
las lesiones cariosas, prevenir la enfermedad periodontal, reducir la halitosis y
combatir las infecciones orales por Candida. Su actividad localizada a menudo tiene
efectos en todo el organismo al reducir las consecuencias de la inflamacion a nivel
sistémico. El control de la enfermedad periodontal puede volverse estratégico para
la prevencién de enfermedades sistémicas relacionadas con procesos de
aterosclerosis, enfermedades vasculares y patologias cardiacas (23). Ademas de
poder prevenir la caries, parece ser, segun algunos estudios que, a través de su
aplicacion local en una concentracion de 108 UFC, los probioticos pueden reducir la
concentracion de varias bacterias implicadas en la microbiota oral, como

Bacteroides spp, Actinomyces spp., Staphylococcus intermedius y C. albicans (24).

12
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El uso de probidticos en el area de la endodoncia aun requiere de mayor cantidad
de estudios que justifiquen su empleo; sin embargo, en la literatura encontrada
hasta |la actualidad existe un ensayo preliminar in vitro realizado por Cosme-Silva
en el que indicé que los probidticos de especies Lactobacillus y Bifidobacterium
pueden ser efectivos para la prevencion del crecimiento de E. faecalis y C. albicans,
por lo que propone el uso de probidticos como medicacion intraconducto en casos
de periodontitis apical persistente, validando su utilizacibn como una especie de
terapia de reemplazo microbiano en la que se actua a través de resistencia a la
colonizacion e inmunomodulacion (25). En lugar de que el objetivo del tratamiento
sea la eliminacion completa de los microorganismos existentes en la cavidad pulpar
mediante el uso de los irrigantes endododnticos convencionales, se sugiere que la
colocacion intraconducto de probidticos eliminaria la flora patdgena endoddntica de
una manera menos toxica para el organismo. Esta teoria surge de los hallazgos
actuales y emergentes en microbiologia, que establece que un enfoque razonable
y mas biocompatible para abordar y tratar las infecciones bacterianas deberia
buscar el mantener un estado de equilibrio dentro del microbioma humano. Ademas
de eliminar y superar a los patdogenos que entraron originalmente por el proceso de
caries, los organismos probidticos no solo podrian eliminar las bacterias que causan
enfermedades, sino que también podrian evitar que se restablezcan después de
que se haya completado el tratamiento, lo que reduce la incidencia de fallas
endodonticas (24,26,27).

Se han propuesto algunas teorias sobre el mecanismo de accion de los probidéticos,
incluyendo la produccion de sustancias antimicrobianas en antagonismo con los
agentes patdgenos, compitiendo por los factores de crecimiento y nutrientes,
previniendo la adhesion celular, invasion y modulacion de acciones locales y
sistémicas mediante la disminucion en la produccion de Interleucina-1 beta (IL-1R),
TNF-a, IL-8 y aumentando la produccion de Inmunoglobulina A (IgA). Se ha
demostrado en estudios previos que algunas especies de Lactobacillus han sido
capaces de reducir los niveles orales de Staphylococcus mutans, patdgeno
comunmente asociado al desarrollo de lesiones cariosas (23,28,29).

13
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2.7.1. Lactobacillus

El género Lactobacillus es un grupo de bacterias anaerobias facultativas, catalasa
negativas, gram-positivas y no formadoras de esporas que con frecuencia crecen
mejor bajo condiciones microaerofilas. Su caracteristica principal es la produccién
de acido lactico mediante la fermentacion de carbohidratos (30). En general, los
lactobacilos son considerados como especies de probidticos y pueden ser
encontrados en comidas fermentadas como el yogurt. Estos microorganismos
confieren beneficios a la salud como la mejora y mantenimiento del sistema inmune,
produccion de sustancias antibacterianas e intensificacion de la funcién de barrera
de las mucosas. Existen 170 tipos de lactobacilos con diferentes funciones, siendo

de interés para este estudio los Lactobacillus reuteri (L. reuteri)(31).

2.7.1.1. Lactobacillus reuteri

L. reuteri es una bacteria probidtica con capacidades antibacterianas e
inmunoinflamatorias cuando son utilizadas para el tratamiento de infecciones.
Existen dos cepas de L. reuterii DSM 17938 cuyo producto metabdlico mas
importante es la reuterina formadora de antibiéticos que inducen al estrés oxidativo
en los patogenos y la ATCC PTA 5289 caracterizada por tener propiedades
antiinflamatorias que induce a la produccion de IL-8 e IL-13 (32).

La casa comercial Biogaia, desarroll6 comprimidos que contienen la bacteria
productora de acido lactico L. reuteri (Biogaia, Estocolmo, Suecia), sus estudios
cientificos destacan que 2 x 108 UFC de L. reuteri por dia puede producir moléculas
antimicrobianas, como acidos organicos, etanol y reuterina. Debido a su actividad
antimicrobiana, es capaz de inhibir la colonizacién de microbios patdégenos y
remodelar la composicion de la microbiota comensal en el huésped. En segundo
lugar, L. reuteri puede beneficiar al sistema inmunitario del huésped. Por ejemplo,
algunas cepas de L. reuteri pueden reducir la produccion de citocinas
proinflamatorias mientras promueven el desarrollo y la funciéon de las células T
reguladoras. Posee multiples mecanismos de accion, entre ellos la sintesis y

liberacion de reuterina ( Reuterina), sustancia que posee accion antibacteriana de
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amplio espectro, contra bacterias gram-positivas, gram-negativas, hongos (C.
albicans) y protozoos, el bloqueo de los sitios de union de las bacterias patégenas
y su inhibicion sin alterar la composicion de la microbiota comensal, la disminucion
en la produccion de TNF-a e IL-8, y el aumento en los niveles del inhibidor tisular
de la metalopeptidasa (TIMP-1) (33,34).

Figura 2. Reuterina.

Estructura quimica de la reuterina (35).

Ademas de las bacteriocinas y los acidos organicos producidos por la mayoria de
los géneros de probidticos, algunas cepas de L. reuteri también producen un
compuesto antimicrobiano excepcionalmente activo, la reutericilina, como su
metabolito principal. La reutericilina difiere de la mayoria de las bacteriocinas
producidas por las bacterias del acido lactico, porque la reutericilina es en realidad
un derivado del acido tetramico que posee actividad tanto bacteriostatica como
bactericida contra muchas bacterias grampositivas y gramnegativas, incluidas
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium y Clostridium difficile. Se ha
informado que la reutericiclina mostré actividad bactericida dependiente de la dosis,
incluida la lisis celular, contra varias bacterias. E. faecalis es la cepa indicadora mas
sensible para la reutericiclina, con una concentracion inhibitoria minima (MIC) de
0,05 mg/L. Aunque el mecanismo preciso de la reutericiclina ain no esta claro, se
cree que la propiedad antimicrobiana era un resultado del dafo a la membrana
citoplasmatica microbiana. La concentracion mas efectiva de L. reuteri fue 1 x 108

CFU/mL para E. faecalis (79.2% después de 1 hora). Para reducir significativamente
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el crecimiento de biopeliculas de C. albicans, la concentracion mas eficaz para L.
reuteri fue de 1 x 10* CFU/mL (62.5 % en 1 hora) (36).

Con base en las investigaciones previas, Widyarman et al. evaluaron los efectos de
la utilizacion de reuterina pura obtenida de probidticos de la marca comercial
Prodentis (Biogaia, Stockholm, Suecia) como solucion irrigante realizando estudios
in vivo y ex vivo de biofilm de E. faecalis, F. nucleatum, P. gingivalis, and C. albicans.
Como ya se menciond, la reuterina es un componente producido por L. reuteri que
posee un amplio espectro antimicrobiano, su mecanismo de accidén es mediante la
induccion de estrés oxidativo a los patégenos impidiendo que éstos proliferen. Los
resultados que se obtuvieron sobre las cuatro bacterias evaluadas fueron
comparables a los obtenidos a un grupo control en el que se utilizé el irrigante
convencional NaOCI tanto para las bacterias en estado plancténico como para el
biofilm, por lo que el autor establece que la reuterina concentraciones de al menos
100 pg/L puede ser una alternativa igual de eficaz que el NaOCI por sus propiedades
antimicrobianas y antibiofilm; sin embargo, menciona que se requieren estudios

adicionales que verifiquen si es capaz de disolver tejido necrético (37).

Una vez establecidos los potenciales beneficios de la probidticos para la salud
endodontica, Ashok-Bohora sugiere su utilizacion como medicacién intraconducto,
fundamentando que debido a la complejidad en la anatomia radicular es imposible
accesar a la totalidad del conducto con las técnicas actuales de desinfeccion e
instrumentacion, por lo que lejos de llegar a una completa esterilidad del sistema de
conductos, lo mejor a lo que se puede aspirar con el tratamiento endoddntico
convencional es a una disminucidn en la carga bacteriana. Basandose en
investigaciones previas de Microbiologia y Probidticos en los que se define al
microbioma humano como un componente microbiano normal que se necesita para
conservar la salud, Ashok-Bohora propone que los dientes son parte del microbioma
humano, por lo que deben existir microorganismos benéficos que estén
relacionados con la salud endododntica y ésta podria alcanzarse mediante la
administracion de probidticos que actien modulando la respuesta inflamatoria

produciendo sustancias antimicrobianas como bacteriocinas, peroxidos, inhibiendo
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la invasion epitelial de patdgenos o compitiendo con otros patégenos potenciales
como una especie de terapia de reemplazo microbiano; en un articulo de revision
menciona las limitaciones que posee el uso de medicacion intraconducto
convencional con Ca(OH)2, el empleo de pastas antibidticas o corticoesteroides
planteando la necesidad de alternativas novedosas que den como resultado un
mayor éxito a largo plazo en el tratamiento endoddntico (26), por lo que
posteriormente realizé un estudio preliminar en el que se probaba la eficacia de
ciertas cepas de probidticos contra patdégenos endododnticos dificiles de erradicar
mediante tratamiento convencional: E. faecalis y C. albicans. Introdujo probiéticos
de especies Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium
bifidum en cultivos bacterianos de E. faecalis y C. albicans en estado plancténico
mediante placas de agar y pruebas de antagonismo diferido, ademas se comprobé
su efectividad contra estas mismas bacterias en estado de biofilm llevando los
probioticos directamente al interior del conducto radicular con Poloxamero 407
(P407) al 30% como vehiculo. Ambos grupos tuvieron resultados favorables cuando
se evalud la actividad antimicrobiana en las placas de agar, pero no se mostré
ningun efecto en el método de antagonismo diferido. En cambio, cuando se
suministraron directamente en el conducto se reveld que los probidticos crearon
restricciones para el crecimiento de ambos patdgenos endoddnticos, por lo que el
autor sugiere un cambio de paradigma en el que la busqueda no sea la completa
erradicacion de los microorganismos en el sistema de conductos, si no la

restauracion de la microbiota normal (27).

2.8. POLOXAMERO 407

Para la aplicacion localizada de soluciones a base de probidticos en el interior del
conducto radicular, se ha buscado un vehiculo que posea las caracteristicas
adecuadas para proporcionar estabilidad, viabilidad y liberacién sostenida; ensayos
ex vivo, han sugerido el uso de P407 (Pluronic F-127).

Los poloxameros son copolimeros tribloque no idnicos utilizados como portadores

de distintos farmacos. Su estructura quimica se destaca por tener un grupo
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hidréfobo en la parte central de la molécula y grupos hidréfilos en los extremos
(Figura 3). Estos polimeros muestran una caracteristica de gran utilidad para su uso
como formulacion tépica a la cual se le denomina termogelificacion reversible, que
los vuelve solubles en soluciones acuosas a bajas temperaturas, pero se gelifican
cuando se administran a temperatura corporal, por lo que son excelentes candidatos
para el depdsito de gel in situ, ya que se prolonga la farmacocinética del farmaco
(38). Especificamente el P407 (Pluronic F-127) ha sido objeto de numerosos
estudios gracias a su buena capacidad solubilizante, baja toxicidad, buenas
caracteristicas de liberacion del farmaco y compatibilidad con numerosas
biomoléculas y excipientes quimicos. En el area odontologica ha sido empleado
como vehiculo para dentifricos fluorados y en productos de gel para el tratamiento
de encias y sensibilidad dentaria (39). Las caracteristicas antes mencionadas
vuelven al P407 el vehiculo ideal para la transportacion de probidticos al interior del
conducto radicular de tal manera que permanezcan en €l por dias consecuentes

hasta la culminacion del tratamiento en una siguiente cita.
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Figura 3. Estructura Quimica de los poloxameros.

Estructura quimica de los poloxameros, caracteristica por presentar un grupo
hidréfobo en la parte central de la molécula y grupos hidréfilos en los
extremos (38).
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La medicacién intraconducto es un auxiliar a la irrigacion que se emplea en casos
de infecciones endodénticas dificiles de erradicar. En la actualidad el medicamento
mas utilizado para este fin es el Ca(OH).. Sin embargo, se ha reportado que posee
algunas limitaciones sobre microorganismos asociados al fracaso endodoéntico
como el E. faecalis; por lo que surge la necesidad de busqueda de alternativas que
aporten un mayor efecto antimicrobiano de accion prolongada en el interior del

conducto radicular.

En el presente proyecto de investigacion se plantea la aplicacion de probioticos
orales L. reuteri como medicacion intraconducto para evaluar su efecto contra E.
faecalis, por lo cual surge la siguiente pregunta de investigacion: 4La solucion en
gel a base de L. reuteri proporciona mayor actividad antimicrobiana contra el E.
faecalis en comparacion al Ca(OH). cuando es utilizada como medicacién

intraconducto?
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IV. JUSTIFICACION

IV. JUSTIFICACION

El objetivo principal de la medicacion intraconducto es la disminucién de la carga
microbiana contenida en los conductos radiculares mediante el uso de
medicamentos de accion prolongada; el Ca(OH). es el medicamento de eleccién
para este fin. Sin embargo posee algunas limitaciones como su baja efectividad
contra los mecanismos de patogenicidad del E. faecalis, ademas de presentar

desventajas relacionadas a la extrusion del material.

Recientemente se ha estudiado el uso de probioticos L. reuteri para la erradicacion
del biofilm endododntico, por lo que el presente trabajo de investigacion pretende
analizar el comportamiento de estos microorganismos vivos cuando son colocados
en el interior del conducto para determinar las ventajas que poseen frente al
Ca(OH)2 y su accién contra el patégeno de mayor incidencia en el fracaso

endododntico: E. faecalis.
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V. HIPOTESIS

V. HIPOTESIS

5.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La solucion en gel a base de L. reuteri posee actividad antimicrobiana efectiva para

la erradicacion de E. faecalis cuando es utilizada como medicacién intraconducto.

5.2. HIPOTESIS NULA (H0)

Al menos una de las concentraciones evaluadas de la solucion en gel de L. reuteri
no presenta diferencia estadisticamente significativa con el Ca(OH)2 cuando son
utilizados como medicacion intraconducto para la erradicacion del patdégeno
endodontico de mayor incidencia en infecciones intrarradiculares persistentes: E.

faecalis, con un nivel de confianza del 95%.

5.3. HIPOTESIS ALTERNATIVA (H1)

Al menos una de las concentraciones evaluadas de la solucion en gel de L. reuteri
presenta diferencia estadisticamente significativa con el Ca(OH)2 cuando son
utilizados como medicacion intraconducto para la erradicacion del patdégeno
endodontico de mayor incidencia en infecciones intrarradiculares persistentes: E.

faecalis, con un nivel de confianza del 95%.
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VI. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicrobiana de la solucién en gel a base de L. reuteri en

comparacién con el Ca(OH). utilizados como mediacién intraconducto.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Extraer la cepa L. reuteri a partir de tabletas orales ProDentis.

Realizar tres distintas concentraciones de la solucién en gel a base de L. reuteri
estandarizadas en unidades McFarland.

Evaluar la capacidad antimicrobiana de cada concentracién de L. reuteri en
combinacion con P407 mediante ensayos in vitro utilizando el método de difusién

en discos contra el patégeno endodontico E. faecalis cultivado en laboratorio.

Medir la zona de inhibicion bacteriana en periodos de 1, 2, 3, 4 y 7 dias para
determinar un tiempo de accién adecuado de la solucion en gel a base de L.

reuteri.

Comparar los resultados obtenidos con el grupo control al que se colocara
mediacion intraconducto con Ca(OH)..

Realizar analisis estadistico de los resultados obtenidos.
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VII. VARIABLES

7.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

1. Tipo de medicacion (Concentracién de la solucion a base de L. reuteri o
Ca(OH)2)

2. Tiempo (1, 2, 3,4 y 7 dias)

7.2. VARIABLE DEPENDIENTE

Actividad antimicrobiana (Halo de inhibicion)

7.3. OPERACION DE VARIABLES

Se evaluara el efecto antimicrobiano de la solucion en gel de L. reuteri extraido de
tabletas orales ProDentis (Biogaia, Estocolmo, Suecia), comparada con Ca(OH)
mediante el método de difusion en discos utilizando placas petri y agar Muller-Hinton
inoculado con E. faecalis. Se evaluara la zona de inhibicién bacteriana en periodos
de 1,2, 3,4y7dias.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. TIPO DE ESTUDIO:

Experimental (in vitro)

8.2. UNIVERSO DE ESTUDIO:

Para evaluar la actividad antibacteriana se realizaron ensayos de difusién en discos
en los que se evaluaron cuatro concentraciones de solucion en gel de L. reuteri y

cinco grupos control (n=3).

Sistema 1: L. reuteri + P407 0.5 McFarland
Sistema 2: L. reuteri + P407 1 McFarland
Sistema 3: L. reuteri + P407 2 McFarland
Sistema 4: L. reuteri 2 McFarland

Control 1: P407

Control 2: Ca(OH)2

Control 3: Agua estéril

Control 4: Gentamicina

Control 5: Ampicilina

8.3. MATERIALES E INSTRUMENTAL

Se utilizaron tabletas orales ProDentis (Biogaia, Estocolmo, Suecia) de las cuales
se extrajo la cepa L. reuteri utilizando caldo MRS (HiMedia, Mumbai, India) como
medio de cultivo en tubos de ensayo de 10 ml. La bacteria seleccionada para el
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analisis antimicrobiano fue una cepa clinica de E. faecalis (Laboratorio Zapata:
Diagnéstico Microbioldgico, Inmunoldgico y Analisis Clinicos. Tijuana, México), se
utiliz6 como medio de conservacién bacteriana Agar de Soya Tripticaseina (TSA,
por sus siglas en inglés) de la marca TM Media. Para promover el crecimiento de
ambas cepas, se utilizé agar Miller-Hinton (BD Bioxon, México) en cajas petri y una
incubadora eléctrica de laboratorio (PRECISION, Virginia, E.U.A.); en el caso de L.
reuteri se utilizé el sistema de incubacion anaerdbica en bolsas GasPak Ez (Becton
Dickinson) y como vehiculo para obtener la solucion se utilizé Poloxamero 407 NF
(Pluronic F-127, Specialized Rx, E.U.A.). Se utilizé6 Ca(OH)2 (ViardenLab, México)
para comparar la actividad antimicrobiana contra E. faecalis y como grupos control,
se optd por utilizar sulfato de gentamicina (CDH), discos de susceptibilidad
ampicilina 10 pg (Bio-Rad, Francia) de 6.5 mm diametro y agua destilada estéril;
para dispensar las soluciones en las placas de agar se utilizaron discos de papel
filtro cualitativo 413 de 6 mm de diametro (VWR, Troenmer, E.U.A.) Todo el
procedimiento se llevd a cabo en condiciones de esterilidad dentro de una cabina
de flujo laminar vertical (LABCONCO, Kansas, E.U.A.) e indumentaria de laboratorio
adecuada y se utilizé un espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis (Thermo
Scientific, E.U.A) y cubetas de vidrio de 1/2” de diametro (Thermo Scientific, E.U.A)

para estandarizar las soluciones bacterianas mediante caracterizacion UV.

8.4. METODOLOGIA

Evaluacion de la zona de inhibicion bacteriana

8.4.1. Método de difusion en discos

Para el analisis de la actividad antimicrobiana de la solucidén en gel de L. reuteri se
utilizaron pruebas del método de difusidon en discos siguiendo la metodologia
propuesta por Seifelnasr en 2014 (40). Previa asepsia y desinfeccién del campo
operatorio, se inici6 la preparacion del caldo de cultivo MRS, siguiendo las
recomendaciones del fabricante, mezclando 22.06 g del medio en 400 ml de agua
destilada estéril hasta que el polvo fue completamente disuelto y se obtuvo una

mezcla homogénea. Una vez preparado el medio de cultivo, se esterilizd en
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autoclave a 121 °C por 15 min y se mantuvo en refrigeracion a 4°C para almacenarlo

hasta su posterior uso.

8.4.1.1. Extraccion de L. reuteri

Las cepas de L. reuteri fueron extraidas de tabletas orales ProDentis en una cabina
de flujo laminar vertical en condiciones de completa esterilidad; se comienza
triturando las tabletas con un mortero de vidrio hasta obtener 0.5y 1.5 g (Figura 4
A) de polvo que fue colocado dentro de dos tubos de ensayo con 10 ml de caldo
MRS estéril (Figura 4 B y C), se agitaron con ayuda de un agitador digital vortex
(VWR Troenmer, E.U.A.) por 2 minutos hasta que se obtuvo una mezcla homogénea
(Figura 4 D). Se dej6 reposar las muestras por 30 min a temperatura ambiente para
asegurar la rehidratacién del polvo y se volvieron a agitar por 2 min. Se incubaron
las muestras a 37 °C por 48 h. Una vez obtenido el cultivo, se transfirieron 500 yL
de la cepa cultivada con una micropipeta hacia placas petri con agar Muller-Hinton
y se esparcio con un asa de siembra desplazandola de manera uniforme en el agar.
Una vez que se inoculd la bacteria, se colocan las placas petri dentro del sistema
de incubacion anaerdbica en bolsas GasPak Ez (Figura 5) y se colocan nuevamente
en la incubadora a 37 °C por 48 h para promover su crecimiento.

Figura 4. Extraccion de L. reuteri a partir de tabletas orales ProDentis.

Trituraciéon de 0.5 y 1.5 tabletas. b) Colocacion del polvo a tubos de ensayo
con 10 ml de caldo MRS estéril c) Polvo completamente colocado dentro del
tubo de ensayo d) Mezcla despues de agitarse en vortex.

26



VIIl. MATERIALES Y METODOS

Figura 5. Colocacion de las placas inoculadas con L. reuteri en sistema de
incubacién anaerdbica en bolsas GasPak Ez.

8.4.1.2. Preparacion del vehiculo

Se inici6 la preparacion disolviendo 30 mg de P407 en 100 ml de caldo MRS frio
utilizando un agitador magnético por 30 min. Una vez obtenida la mezcla, se
esterilizé en autoclave a 121 °C por 15 min; se transfirieron 9 ml del P407 preparado
a tubos de ensayo de 10 mly se conservaron a 4 °C hasta que el cultivo de L. reuteri

estuvo listo para utilizarse.

8.4.1.3. Crecimiento de E. faecalis

La cepa clinica de E. faecalis fue transportada en medio infusidon cerebro-corazén
(BHI, por sus siglas en inglés); para su crecimiento se tomo con una micropipeta 10
WL de bacteria y se coloco en 9 ml de caldo TSA en tubos de ensayo de 10 ml, se
agitoé en un vortex digital por 2 min hasta obtener una mezcla homogénea. Después
se procedio a realizar el in6culo tomando la bacteria con un isopo y colocandola de
manera uniforme en agar Muller-Hinton que fue incubado a 37 °C durante 24 h para

promover su crecimiento.
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8.4.1.4. Protocolo McFarland

Para la realizacion de este experimento se tomé como referencia la escala de
McFarland, que consiste en comparar de manera visual la turbidez de una solucién
de bacterias con la turbidez de una solucién estandarizada para determinar el
numero aproximado de microorganismos existentes. La escala va enumerada del 1-
10, cada numero representando una concentracion de unidades formadoras de
colonias por ml, en la que 1 McFarland equivale a una concentracion de 3 x 108
UFC/ml (41). Para la estandarizacion de las tres distintas concentraciones de L.
reuteri se tomo el microorganismo previamente inoculado en agar Muller-Hinton
(Figura 6) y se colocd en 10 ml de caldo MRS estéril, se agitdé en un vortex hasta
obtener una mezcla homogénea, de la cual se tomaron 2 ml con una micropipeta y
se transfirieron a cubetas de vidrio de 1/2” de diametro. Para medir la absorbancia
se utilizé un espectrofotometro, en el que se midio la intensidad de luz absorbida en
funcién de una longitud de onda de 620 nm comparandolo con soluciones de 0.5, 1
y 2 McFarland previamente preparadas, hasta obtener una absorbancia da la
solucién de L. reuteri similar (+/- 0.010A) a la del estandar en cada una de las
concentraciones. De igual manera se estandarizo el E. faecalis en solucion salina
estéril a una escala de 0.5 McFarland en funcién de una longitud de onda de 540

nm (Figura 7).
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Figura 6. Lactobacillus reuteri extraido de tabletas orales ProDentis.

Observacion en microscopio 6ptico LEICA DM500 posterior a realizar tincién
de gram con cristal violeta (Magnificacion 100x).

Figura 7. E. faecalis estandarizado a 0.5 McFarland.

8.4.1.5. Preparacion de la solucion en gel de L. reuteri

Se transfirieron 9 ml del P407 preparado a tubos de ensayo de 10 ml y se agreg6
500 uL de cada concentracion preparada de L. reuteri: 0.5 McFarland (Sistema 1),
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1 McFarland (Sistema 2) y 2 McFarland (Sistema 3); se agitaron las muestras con
un vortex digital hasta obtener una mezcla homogénea que se mantuvo en

almacenamiento a 4 °C hasta su posterior uso.

8.4.1.6. Transportacion de la solucion en gel de L. reuteri a los medios de cultivo

Con una micropipeta, se colocaron en discos de papel filtro estériles: 10 yL de cada
concentracion de la solucién en gel de L. reuteri (Sistemas 1-3) (Figura 8) 10 pL de
L. reuteri estandarizado a 2 McFarland sin P407 (Sistema 4) y se utilizaron como
grupos control: 10 uL de P407 al 30% sin lactobacilo (Control 1), Ca(OH). en pasta
(Control 2) (para su colocacion se utilizé una jeringa de insulina) agua destilada
estéril (Control 3), gentamicina (Control 4) y discos de susceptibilidad ampicilina
(Control 5). Después, los discos se transfirieron con ayuda de dos pinzas
antiestaticas de precision a las placas petri inoculadas con E. faecalis; la
experimentacion se realizd por triplicado para permitir un analisis estadistico

adecuado.

Figura 8. Coloacion de la solucién en gel de L. reuteri
en discos de papel blanco estériles.
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8.4.1.7. Evaluacion de la zona de inhibicién bacteriana

Una vez que los discos se transportaron a las placas de agar, fueron incubadas a
37 °C y se evalud la zona de inhibicidon bacteriana en periodos de 1, 2, 3,4 y 7 dias

con un micrémetro digital.

8.5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos registrados fue realizado a través del programa
IBM SPSS Stadistics utilizando el método de Analisis de Varianza (ANOVA) de una
via, y a través del Método de Tukey para comparaciones multiples, con un nivel de
confianza del 95% (p <0.05)
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9.1. Evaluacion de la zona de inhibicion bacteriana

En la Tabla 1 se observan los resultados obtenidos de los ensayos de difusion en
discos de las distintas muestras realizadas para cada grupo tras 1, 2, 3, 4 y 7 dias
de incubacién con la bacteria E. faecalis.

Visualmente se puede observar que en los grupos en los que se utilizo la solucion
a base de L. reuteri (Sistemas 1-4) no existio inhibicién significativa en ninguno de
los tiempos de exposicion, tampoco existio diferencia significativa entre los grupos
evaluados de la solucion en gel de L. reuteri independientemente de la
concentracion utilizada, en la Figura 10 se muestra como la actividad antimicrobiana
de los cuatro sistemas se mantuvo durante los 7 dias, lo cual significa que el tiempo

de exposicion no genera diferencias en la actividad antimicrobiana de la solucién.

Sin embargo, en los controles positivos de Gentamicina y Ampicilina (Controles 4 y
5) se observa claramente un halo de inhibiciéon con un promedio de 23.7 y 21.4 mm
respectivamente (Tabla 1) desde que se realizé el primer control en el dia 1, como
se observa en la Figura 10, la gentamicina fue la que presenté mayor actividad
contra el E. faecalis manteniendo estabilidad durante todos los dias que se
registraron los datos, en cambio la ampicilina a pesar de que fue efectiva, se puede

observar como su actividad disminuy6 dia con dia.

En el control 2 (Ca(OH)2) se observé un halo de inhibicién con promedio de 7.4 mm
a partir del dia 1 y como se puede observar en la Figura 10, el halo de inhibicion
aument6 gradualmente finalizando con un diametro de 8.6 mm a los 7 dias de
incubacion. Por lo que se deduce que la actividad antimicrobiana fue en ascenso,

siendo mayor a los 7 dias de exposicion.
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Asimismo, los grupos en los que se colocé agua estéril y P407 no se observo
inhibicion bacteriana significativa, presentando el menor de los didmetros con un

promedio de 6.2 y 6.3 respectivamente tanto a en el dia 1 como en el dia 7.

Con base en lo establecido, estas imagenes reflejan que la solucion a base de L.
reuteri dio lugar a resultados poco satisfactorios en lo que respecta a su actividad

antimicrobiana contra E. faecalis.
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Agua destilada
estéril

Gentamicina

Ampicilina

Tabla 1. Resultados de zona de ihibicion bacteriana.

9.2. Analisis estadistico

En el analisis estadistico de los datos se puede observar que existié diferencia
significativa en la capacidad antimicrobiana de los grupos control, con una
significancia <0.001%, sin embargo, no existio diferencia significativa en el tiempo
de exposicion de las muestras (Tabla 2).

Los grupos control que presentaron diferencia significativa <0.001% fueron el
Ca(OH)2,la gentamicina y la ampicilina. Entre los grupos que se evalu6 la capacidad
de L. reuteri, la diferencia fue mayor a la establecida y las pruebas post hoc (Tabla
3) no mostraron diferencias entre ninguno de los grupos evaluados, de igual
manera, el P407 por si solo no mostré diferencia significativa. El grupo en el que se
evaluoé el Ca(OH)2 presentd diferencias significativas <0.001% contra todos los
demas grupos (Tabla 4). Finalmente, el agua destilada estéril no presento
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diferencias significativas hacia ninguno de los grupos de L. reuteri y P407, pero si

con los grupos de Ca(OH)2, ampicilina y gentamicina.

Figura 9. Discos de papel del sistema 1y control 3 a las 24 h de incubacion.

A) Sistema 1: Disco impregnado de soluciéon en gel de L. reuteri + P407 en el
que se observa halo de inhibicién continuo de 6.6 mm. B)Contol 3: Disco de
papel impregnado con agua destilada estéril en el que se observa halo de
inhibicion irregular de 6.17 mm.
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ANOVA
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
a Entre grupos 1903.475 8 237.934 3559.760 <.001
Dentro de grupos 2.406 36 .067
Total 1905.881 44
b Entre grupos 2032.640 8 254.080 5693.033 <.001
Dentro de grupos 1.607 36 .045
Total 2034.247 44
c Entre grupos 1981.186 8 247.648 3574.656 <.001
Dentro de grupos 2.494 36 .069
Total 1983.680 44
Capacidad Entre grupos 1951.099 8 243.887 4740.792 <.001
antimicrobiana Dentro de grupos 1.852 36 .051
Total 1952.951 44
Tiempo de exposicién Entre grupos .000 8 .000 .000 1.000
Dentro de grupos 90.000 36 2.500
Total 90.000 44

Tabla 2. Analisis de varianza de una sola via.

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de Limite
Variable dependiente {l) Tipo de medicacion {I} Tipo de medicacion medias (-]} Error estandar Sig. Limite inferior superior

a HSD Tukey L reuteri 0.5 Mcf + P407 L. reuteri 1 Mcf + P407 -.05000 16351 1.000 -.5891 4891
L. reuteri 2 Mcf + P407 -.15200 16351 .950 -.6811 3871

L. reuteri 2 Mcf 04000 16351 1.000 -.4991 5791

P407 .19800 .16351 .943 -3411 7371

Ca(OH)2 -2.05400° .16351 <.001 -2.5931 -1.5149

Agua Esteril .30600 .16351 636 -2331 8451

Gentamicina -16.80400° .16351 <.001 -17.3431 -16.2649

Ampicilina -14.72000" .16351 <.001 -15.2591 -14.1809

L reuteri 1 Mcf + P407 L. reuteri 0.5 Mcf + P407 05000 16351 1.000 -.4891 5891
L. reuteri 2 Mcf + P407 -.10200 .16351 .99 -.6411 4371

L. reuteri 2 Mcf {09000 .16351 1.000 =441 | 6291

P407 .24B00 418351 .B40 -.2911 L7871

CaloH)2 -2.00400" | L16351 <.001 -2.5431 | -1.4649

Agua Esteril 35600 L16351 441 -.1831 .8951

Gentamicina -16.75400" | 16351 <.001 -17.2931 -16.2149

Amplcilina -14.67000 | .16351 <.001 -15.2091 -14.1309

L reuterd 2 Mcf + P407 L. reuteri 0.5 Mcf + P407 -15200 .16351 .890 -.3871 6911
L. reuteri 1 Mcf + P407 S10200 L1B351 .9949 =A4371 JB411

L. reuteri 2 Mcf 19200 .16351 957 -.3471 7311

P407 .35000 .16351 AB4 -.1891 8801

CalOH)2 -1.90200" 16351 <.001 -2.4411 -1.3629

Agua Esteril .45800 16351 150 -.0811 9971

Gentamicina -16.65200" 16351 <001 -17.1911 -16.1129

Ampicilina -14.56800" 16351 <.001 -15.1071 -14.0289

L. reuteri 2 Mcf L. reuteri 0.5 Mcf + P407 -.04000 .16351 1.000 -.5791 4991
L. reuteri 1 Mcf + P407 -.09000 L16351 1.000 -.5291 4491

L. reuteri 2 Mcf + P407 -.19200 16351 957 -.7311 .3471

Pan7 15800 16351 987 -.3811 6971

CalOH)2 -2.09400° 16351 <.001 -2.6331 -1.5549

Agua Esteril 26600 16351 784 -.2731 B051

Gentamicina 16.84400° 16351 <.001 17.3831 16.3049

Ampicilina -14.76000° 16351 <.001 -15.2991 -14.2209

Tabla 3. Pruebas post hoc Tukey de los sistemas 1-4.

No existieron diferencias significativas entre ninguna de las 3 concentraciones
evaluadas de L. reuteri + P407 o de L. reuteri solo.
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CalOH)2 L reuteri 0.5 Mef + P407 .B2000°
L reuteri 1 Mef + P407 80800
L reuteri 2 Mcf + P4D7 .72000°
L reuteri 2 Mcf .86000°
Pa07 .97800°
Agua Esteril 1.12400"
Gentamicina -16.77400°
Ampicilina -13.83800°

.13361
213361
.13361
13361
.13361
13361
.13361
13361

IX. RESULTADOS

<.001
<.001
<.001
=.001
<001
<.001
<.001
<.001

Tabla 4. Pruebas post hoc Tukey del control 2.

3785
3675
2795
.4195
5375
6835
=17.2145
-14.2785

1.2605
1.2485
1.1605
1.3005
1.4185
1.5645
-16.3335
-13.3975

Ca(OH). presento6 diferencias significativas hacia todos los grupos control.
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X. DISCUSION

La medicacion intraconducto se basa en el uso de agentes con propiedades
antimicrobianas que son colocados en el interior del conducto radicular con la
finalidad de eliminar las bacterias dificiles de erradicar mediante la irrigacion
convencional; se busca la utilizacion de una sustancia que tenga la capacidad de
eliminar las bacterias residuales en las variaciones anatomicas del conducto
radicular a las cuales es dificil acceder con la instrumentacion. Con base en
investigaciones previas de Microbiologia y Probidticos en los que se define al
microbioma humano como un componente microbiano normal que se necesita para
conservar la salud, Bohora propone la existencia de microorganismos benéficos que
estén relacionados con la salud endoddntica, la cual podria alcanzarse mediante la
administracion de probidticos que actien modulando la respuesta inflamatoria,
produciendo sustancias antimicrobianas como bacteriocinas y peroxidos, inhibiendo
la invasion epitelial de patdogenos o compitiendo con otros patdgenos potenciales, a
lo que denomin¢ terapia de reemplazo microbiano. En la actualidad se conoce que
debido a la complejidad anatomica radicular es imposible accesar a la totalidad del
conducto con las técnicas actuales de desinfeccidn e instrumentacion, e incluso el
medicamento mas utilizado para medicacion intraconducto (Ca(OH)2) posee
multiples limitantes, por lo que lejos de obtener una completa esterilizacion del
sistema de conductos, lo mejor a lo que se puede aspirar con la endodoncia
convencional es a una disminucion en la carga bacteriana, por lo tanto surge la
necesidad de buscar alternativas novedosas que den como resultado un mayor éxito
a largo plazo en el tratamiento endoddntico (26). Un par de afos después, el mismo
autor realizé un estudio preliminar en el que se probaba la eficacia de ciertas cepas
de probidticos contra patdégenos endoddnticos dificiles de erradicar mediante
tratamiento convencional: E. faecalis y C. albicans. Introdujo probioticos de especies
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium bifidum en
cultivos bacterianos de E. faecalis y C. albicans en estado plancténico mediante

placas de agar y pruebas de antagonismo diferido. Ademas, se comprobd su
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efectividad contra estas mismas bacterias en estado de biofilm colocando los
probioticos directamente al interior del conducto radicular utilizando una solucion de
P407 como vehiculo. Ambos grupos tuvieron resultados favorables cuando se
evaluo la actividad antimicrobiana en las placas de agar, pero no se mostré ningun
efecto en el método de antagonismo diferido. En cambio, cuando se suministraron
directamente en el conducto se reveld que los probidticos crearon restricciones para
el crecimiento de ambos patdogenos endododnticos, por lo que el autor sugiere un
cambio de paradigma en el que la busqueda no sea la completa erradicacion de los
microorganismos en el sistema de conductos, si no la restauracion de la microbiota
normal (27), con tales fundamentos, en este estudio se decidié analizar la actividad
antimicrobiana de la cepa L. reuteri, extraida de tabletas orales ProDentis siguiendo
el protocolo establecido por Seifelnasr en 2014 y reestudiado por Widyarman et al.
en el que utilizaron esta cepa como irrigante contra los microorganismos E. faecalis
y C. albicans, mediante ensayos con colorante cristal violeta obteniendo resultados
favorables, sin embargo, la metodologia utilizada en esta ocasion demostré que la
cepa L. reuteri posee poca o nula actividad antimicrobiana contra el E. faecalis
cuando es utilizado el método de difusidon en discos.

Widyarman et al. evaluaron los efectos de la reuterina pura, la cual es un
componente producido por la especie L. reuteri que posee un amplio espectro
antimicrobiano; optaron por utilizarla como solucién irrigante realizando estudios in
vitro y ex vivo de biofilm de E. faecalis, F. nucleatum, P. gingivalis y C. albicans
demostrando resultados alentadores cuando se comparaba con los resultados
obtenidos con el NaOCI, en cambio, la metodologia experimental que se utilizé en
este estudio busco la utilizacion de la cepa tal cual extraida y no solo sus derivados
para comprobar su eficacia, similar a lo que realizé6 Bohora con otras cepas de
probidticos (27), ademas este estudio buscaba analizar si la concentracién de la
bacteria influye de manera positiva en su actividad antimicrobiana, no obstante, los
resultados obtenidos demostraron que independientemente de la concentracion de
L. reuteri utilizada, el halo de inhibicién no es significativo cuando es comparado con
Ca(OH)2, gentamicina o ampicilina. Algo interesante a destacar es que a pesar de

que la zona de inhibicidon no resulté ser de gran tamano, la pequefa area que se
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logré inhibir alrededor de los discos se observa continua (Figura 9 A) en
comparacion al control negativo de agua estéril (Figura 9 B), por lo que podria existir
algun efecto antimicrobiano, sin embargo la cantidad de solucién en gel colocada

no fue la suficiente para alcanzar un halo de inhibicion notorio a simple vista.

Shaaban en 2022 (42) realiza un estudio in vitro en placas de agar en el que realiza
pocillos de 6 mm de diametro y adiciona 200 pyL de un coctel de tres
microorganismos en proporciones iguales: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus, y Lactobacillus acidophilus, de igual manera evalué cada cepa por
separado en estado liquido y en gel agregando P407 a la mezcla. Todos los grupos
control obtuvieron resultados favorables, destacando al grupo en el que se realizd
la combinacién de los tres tipos de probidticos, por lo que se puede inferir que el
hecho de agregar varios tipos de lactobacilos aumenta la capacidad antimicrobiana
por lo que para futuros estudios con L. reuteri, se podria intentar adicionar alguno

de las mencionados con anterioridad para aumentar la efectividad contra E. faecalis.
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Xl. CONCLUSIONES

Con base en lo discutido se puede concluir que las concentraciones evaluadas de
la solucidn de L. reuteri tanto en combinacion con el P407, como el lactobacilo por
si solo poseen poco o nulo efecto antimicrobiano ya que no exhibieron actividad
inhibitoria contra E. faecalis en comparacién al Ca(OH)2 cuando son utilizados como
medicacion intraconducto, por lo que se confirma la hipétesis alternativa (H1). Sin
embargo, el hecho de que el halo de inhibicidon que se observo en las placas fue
uniforme podria significar un potencial en su utilizacién, por lo que se sugiere
continuar con estudios que exploren a profundidad el uso de L. reuteri como

bacterioterapia en endodoncia.
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XIl. RECOMENDACIONES

1.Se recomienda realizar la experimentacion de difusion en agar en pocillos de

manera que permita colocar mayor cantidad de solucidn en las placas de agar.

2. Se recomienda adicionar algun otro tipo de probidtico para analizar si aumenta la

capacidad antimicrobiana.

3. Se recomienda evaluar la actividad antimicrobiana contra algun otro patégeno

endodontico.
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