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Introduccion

INTRODUCCION

El microbioma humano representa al conjunto de microorganismos con sus elementos
genéticos y las interacciones que establecen con el medio ambiente en el que se encuentran. La
microbiota es un elemento importante para el correcto funcionamiento de algunos organos,
habiéndose demostrado que participa en la patogenia de algunas enfermedades (Dethlefsen et
al., 2007). En mas de la mitad de las infecciones cronicas que responden mal a los tratamientos
antibidticos y no pueden prevenirse mediante inmunizacion, los microorganismos implicados
crecen adheridos sobre los tejidos formando comunidades de bacterias a las que se les ha
denominado biofilms o biopeliculas (se utilizaran como sinénimos a lo largo del texto)
(Stoodley et al., 2002). Ejemplos de estas infecciones son: los célculos renales infecciosos, la
endocarditis bacteriana, las infecciones de la via aérea en pacientes que padecen fibrosis
quistica, la caries dental, las enfermedades periodontales o la periodontitis apical (Parsek &
Singh, 2003).

La periodontitis apical es una enfermedad inflamatoria de etiologia microbiana debida
a la infeccidn de los conductos radiculares (Siqueira & Rdcgas, 2008; Siqueira & Rdgas, 2009).
Como consecuencia de la progresion de la caries, de un traumatismo, de una extensa afectacion
periodontal o por iatrogenia se produce una necrosis de la pulpa. En estas circunstancias de
ausencia de defensas del huésped en el interior de los conductos radiculares, éstos son
colonizados por microorganismos que avanzan a través del sistema de conductos hasta entrar
en contacto con los tejidos perirradiculares a través de los foramenes apicales o laterales. Como
respuesta de los mecanismos de defensa del huésped se desencadena un proceso inflamatorio
que da origen a la periodontitis apical (Hargreaves & Cohen, 2011).

La periodontitis apical cronica o asintomatica (sin dolor) (Siqueira & Rdcgas, 2009) esta
asociada a una agresion persistente de tejidos por parte de microorganismos con baja virulencia,
pero organizados en biopeliculas que los hace inaccesibles para las defensas del huésped. Asi
pues, la principal causa de la periodontitis apical cronica es la persistencia de microorganismos
en el sistema de conductos radiculares (Costerton, 2007). Otras causas de periodontitis apical
asintomatica pueden ser la infeccion extrarradicular (principalmente por actinomicosis), las
respuestas del organismo relacionadas con el material de obturacion (gutapercha o cementos de
obturacion) o la acumulacidon de cristales de colesterol endogenos asociados con lesiones

quisticas verdaderas y tejido de cicatrizacion (Ricucci et al., 2006).
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En cambio, la periodontitis apical aguda o sintomadtica (dolor intenso e hinchazén)
(Siqueira y Rocas, 2009) se relaciona con la presencia de bacterias muy virulentas, en estado
planctonico, con una alta tasa de crecimiento y con capacidad de invadir tejidos. Esta alta
virulencia puede ser debida a la presencia de cepas bacterianas muy virulentas o a la aparicion
de sinergismo entre especies. En el caso de algunas bacterias se ha demostrado que los genes
que codifican los factores de virulencia se expresan en mayor proporcion en estado planctonico
que formando parte de un biofilm (Furukawa et al., 2006, Hargreaves & Cohen, 2011; Siqueira
& Rogas, 2009), debido a que muchos genes de enzimas y toxinas se desactivan cuando las
bacterias forman parte de una biopelicula, pudiendo volver a activarse en caso de pasar a forma

planctonica (Costerton, 2007).

1. VIAS DE INFECCION DEL CONDUCTO RADICULAR

La necrosis pulpar puede ser causada por factores térmicos, quimicos, trauméaticos o por
invasion bacteriana. La caries dental es la causa mas frecuente, la cual produce destruccion de
los tejidos duros del diente llegando a colonizar la pulpa dental (Brook, 2003).

En condiciones normales, el complejo dentino-pulpar es estéril. La dentina es una
estructura permeable, debido a la presencia de los tubulos dentinarios (Hargreaves & Cohen,
2011). Los tubulos dentinarios tienen un diametro medio de 2,5um en el extremo proximo a la
pulpa, este didmetro se reduce progresivamente hasta los 0,9um de didmetro en la porcion
cercana al esmalte o cemento (Garbeoglio, 1976).

Cuando se pierde la proteccion del esmalte o del cemento dental, las bacterias orales
cuyo tamafio oscila entre 0,2 y 0,7um podrian colonizar los tibulos dentinarios hasta llegar a
la pulpa. Sin embargo, en dientes vitales la invasion del complejo dentino-pulpar se encuentra
frenada por varios factores: por una parte la permeabilidad de los tubulos dentinarios es
reducida drasticamente debido a la presencia de las prolongaciones odontoblésticas y a la
formacion de dentina terciaria (Michelich et al., 1978; Pashley, 1996); por otra parte, la
capacidad defensiva del hospedador mediante anticuerpos y componentes del sistema del
complemento, presentes en el fluido dentinario, van a contribuir a frenar o impedir la progresion
bacteriana (Ackermans et al., 1981, Okamura et al., 1979; Okamura et al., 1980). En caso de
necrosis pulpar estos factores se verian disminuidos permitiendo la invasion bacteriana

(Siqueira & Rogas, 2008). Se han aislado bacterias en pulpas necréticas debido a la seccion del
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paquete vasculonervioso por causa de un traumatismo sin exposicion pulpar (Wittgow, 1975;
Sundqvist, 1976).

Las bacterias pueden entrar en contacto con la pulpa a través de una exposicion directa
debido a la progresion de la caries, traumatismos o procedimientos iatrogénicos restauradores.
En la mayoria de los casos tras una exposicion pulpar la pulpa se inflamara y necrosara (Cvek
et al., 1982). La pulpa también se necrosara en caso de enfermedad periodontal avanzada, en la
que la bolsa periodontal alcanzard el foramen apical provocando dafios irreversibles en los
vasos sanguineos que irrigan la pulpa (Langeland et al., 1974).

Tras la colonizacion de los tubulos dentinarios, a medida que las bacterias avanzan por
el sistema de conductos radiculares, las condiciones ambientales se irdn modificando, lo que
permitira la colonizacion por parte de otras bacterias. Con el paso del tiempo la microbiota se
va organizando estructural y espacialmente en funcion de diferentes factores como son la
disponibilidad de oxigeno y nutrientes ademas de las interacciones entre especies (Yamasaki et
al., 1994; Hargreaves & Cohen, 2011).

De acuerdo con la clésica clasificacion de Seltzer et al. (1963) la pulpa dental puede
presentar los siguientes cambios histologicos tras una infeccion: 1) Pulpa intacta no inflamada
(Intact un-inflamed pulp IUP): no se observan cambios significativos en las células, los vasos
sanguineos y la capa odontoblastica estan intactos. 2) Pulpitis hiperémica (Hyperemic pulpitis
HP): los vasos sanguineos se encuentran dilatados y existe congestion sanguinea, tienen lugar
cambios leves en la capa odontoblastica pero sin signos de células inflamatorias. 3) Pulpitis
transitoria (Transient pulpitis TP): se observan células inflamatorias cronicas como macréfagos,
linfocitos y células plasmaticas en el tejido pulpar sin presencia de exudado inflamatorio. 4)
Pulpa retrogresiva (Retrogressive pulp RP): el tejido pulpar es atréfico, el nimero y tamafio de
las células pulpares (odontoblastos y fibroblastos) han disminuido, hay un aumento de fibras
de colageno y formacion de dentina reparadora pero las células inflamatorias cronicas no son
predominantes. 5) Pulpitis parcial cronica (Chronic partial pulpitis CPP): presencia de exudado
inflamatorio crénico de la pulpa a nivel local, la inflamacion se limita a la zona coronal sin
extenderse a la pulpa radicular. Existen una disposicion irregular de los odontoblastos y una
vacuolizacién diseminada o local, asi como congestion de los vasos sanguineos y zonas de
calcificacion. 6) Pulpitis total cronica (Chronic total pulpitis CTP): el grado de inflamacion es
similar al del grupo anterior, pero en este caso estan involucradas tanto la pulpa cameral como
la radicular. 7) Necrosis parcial (Partial necrosis PN): no se observa tejido vital o celular en la

zona coronal, existe una inflamacion severa con infiltracion abundante de células inflamatorias

8



Introduccion

en la pulpa radicular. 8) Necrosis total (Total necrosis TN): no se encuentran signos de
odontoblastos en toda la pulpa, los vasos sanguineos se han destruido por completo y las células
inflamatorias se estan desintegrando.

Ricucci et al. (2014) evaluaron la correlacion entre la sintomatologia clinica y el estado
histologico de la pulpa, estableciendo tres niveles de afectacion: 1) Enfermedad pulpar
reversible: en el que se incluian muestras con pulpas no inflamadas y pulpas atroficas. La pulpa
atrofica parece menos celular que la pulpa sana joven, con menos fibroblastos pero una mayor
cantidad de haces de colageno. La capa odontobléstica se puede reducir y aplanar. Se pueden
ver islas de calcificacion en todo el tejido pulpar, con capas gruesas de dentina terciaria que
reducen el volumen del espacio pulpar. También se incluyeron muestras con evidencia de
inflamacion cronica moderada confinada a la pulpa coronal. En estos casos, los linfocitos y las
células plasmaticas se ven reunidos en concentraciones moderadas debajo de las areas mas
profundas de penetracion de caries, pero no oscurecen la arquitectura normal. Las areas de
necrosis de coagulacion o licuefaccion, asi como las bacterias, estdn ausentes. 2) Enfermedad
pulpar irreversible: presencia de necrosis parcial o total de la pulpa coronal. Al menos en una
zona, aunque sea pequefia, el tejido pulpar ha sufrido licuefaccion o coagulacion, rodeado de
masas de neutréfilos polimorfonucleares. Periféricamente, las concentraciones de células
inflamatorias cronicas (linfocitos, células plasmaticas y macréfagos) forman un halo denso
alrededor de estas zonas centrales de absceso. Se observan agregaciones bacterianas /
biopeliculas que colonizan el tejido pulpar necrdtico o las paredes de dentina adyacentes. Se
registro la presencia / ausencia de una comunicacion directa entre la cavidad de caries y la
camara pulpar (es decir, perforacion). 3) Pulpa sana: la pulpa no presenta cambios en el
complejo dentina / predentina / odontoblastos. También se observan tubulos dentinarios que
corren paralelos entre si a través de dentina y predentina sin reduccion en los nimeros. No hay
reduccién de la capa de odontoblastos ni del tamafio de las células de odontoblastos. La dentina
terciaria y otras calcificaciones estan ausentes. No hay acumulaciones de células inflamatorias,
vasos dilatados o bacterias presentes. En su estudio concluyd que existia una alta correlacion
entre los criterios clinicos e histologicos de las afecciones pulpares, especialmente para los
casos sin enfermedad o enfermedad reversible. Sin embargo, hoy por hoy no se dispone de
evidencia cientifica suficiente que permita correlacionar con precision los signos y sintomas
clinicos y las pruebas de sensibilidad con el estado histoldgico pulpar y permitan determinar si

nos hallamos ante una situacion de pulpitis reversible o irreversible (Mejare et al., 2012).
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2. BIOPELICULAS

Se puede definir un ecosistema microbiano como el sistema funcional que se mantiene
a si mismo, constituido por una comunidad microbiana y su entorno (habitat). Una comunidad
es considerada como el conjunto de poblaciones (microcolonias) que coexisten e interactiian en
un entorno determinado. Un conducto radicular infectado albergaria una comunidad microbiana
compuesta por varias microcolonias. Cada poblacion ocupa un nicho (rol funcional) que
contribuye a la comunidad manteniendo el equilibrio ecoldgico del ecosistema. El nimero de
nichos es limitado, por lo que seran ocupados por las poblaciones bacterianas mas competentes.
Las comunidades bacterianas estructuradas y organizadas pueden dotar a la misma de
propiedades que las bacterias de forma individual no presentan (Siqueria & Rogas, 2009;
Hargreaves & Cohen, 2011).

Una biopelicula o biofilm consiste en una comunidad microbiana multicelular sésil que
se une firmemente a una superficie, inmersa en una matriz extracelular (polisacaridos)
sintetizada por las propias células de la comunidad. Ademas, muestra un fenotipo alterado con
respecto a la tasa de crecimiento y transcripcion de genes, con una tasa metabdlica generalmente
reducida (Donlan & Costerton 2002; Costerton, 2007,).

Caldwell et al. (1997) propusieron 4 caracteristicas que debia poseer toda biopelicula:
1) Autopoiesis: la biopelicula debe ser capaz de autoorganizarse. 2) Homeostasis: debe resistir
las perturbaciones ambientales. 3) Sinergia: debe ser més eficaz formando biofilm que de forma
planctonica. 4) Comunalidad: debe responder a los cambios ambientales de forma conjunta
como una unidad, no de forma individual.

Conforme la biopelicula va madurando se va sintetizando la matriz extracelular, la cual
estd compuesta principalmente por polisacdridos y en menor medida por proteinas y acidos
nucleicos (Stoodley et al., 2002; Hall-Stoodley et al., 2004). La matriz extracelular ocupa hasta
el 85% del biofilm, siendo un 15% del volumen las bacterias agrupadas en microcolonias
(Sutherland,2001; Donlan & Costerton, 2002). Estas microcolonias suelen estar constituidas
por mas de una especie y pueden llegar a formar hasta 300 capas de células de espesor
(Socransky & Haffajee, 2002)

Las poblaciones o microcolonias forman una compleja comunidad microbiana que tiene
una homeostasis y un sistema circulatorio primitivo cuyo liquido transporta nutrientes, residuos
metabolicos y moléculas de sefializacion (Costerton, 1995; Jhajharia et al., 2015), lo cual ha

sido confirmado recientemente por microscopia (Rooney et al., 2020).
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Kolenbrander (2000) represent6 en forma de diagrama la estructura de un biofilm oral
sobre la superficie del esmalte (figura I.1). Las flechas amarillas representan el flujo salivar en
un medio supragingival o el fluido crevicular en un medio subgingival. Se observan bacterias
individuales y coagregados (interaccion fisica entre bacterias suspendidas) en forma
planctonica. Streptococcus y Actinomyces se encuentran entre las bacterias colonizadoras de la
superficie dental, cuya interaccion con el substrato ayuda a formar un biofilm temprano. Sin
embargo, el Fusobacterium se relaciona con la formacion de coagregados celulares y con la
formacién de un ambiente anaerdbico que posibilita la presencia de anaerobios estrictos en
coagregados presentes en un ambiente aerdbico. Por ultimo, puede tener lugar la coadhesion
(interaccion fisica entre bacterias suspendidas y adheridas) entre bacterias o coagregados en

fase planctonica con las bacterias ya adheridas.

Figura I.1. Representacion de la estructura del biofilm sobre la superficie dental. Las flechas amarillas
representan el flujo salivar. La superficie del diente esta recubierta con una pelicula adquirida derivada
del huésped (malla dorada rizada en la parte inferior) a la que se unen bacterias genéticamente distintas
representadas por colores diferentes. También se observan células y coagregados en forma planctonica.
Imagen obtenida de Kolenbrander (2000).

Ademas, las tltimas técnicas de microscopia de fluorescencia indican que los biofilms
orales estdn mucho mas estructurados de lo que inicialmente se sospechaba, con especies que
sirven de base para la adhesion de otras y con interacciones especificas entre especies que se
suministran metabolitos para su crecimiento conjunto (Ferrer & Mira 2016).

Las interacciones entre las microcolonias que conforman la biopelicula dotan a la

comunidad microbiana de propiedades y funciones fisioldgicas que no pueden observarse en
11
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cada componente de forma individual (Marsh, 2005; Hargreaves & Cohen, 2011). Por una
parte, las bacterias colonizadoras van a modificar el habitat reduciendo la tension de oxigeno,
lo que va a permitir la incorporacion de bacterias anaerobias. Ademas, tiene lugar un aumento
de la eficiencia metabdlica de las diferentes poblaciones microbianas, ya que los residuos
metabodlicos de unas se convierten en nutrientes de otras. Por otra parte, algunas bacterias van
a secretar enzimas (betalactamasas, catalasas, proteinasas), metabolitos y bacteriocinas que
confieren proteccion frente antimicrobianos, defensas del huésped y otras especies
competidoras. La organizacién bacteriana en forma de biofilm también va a permitir el
intercambio genético mediante conjugacion, transformacion y transduccion (Mira, 2007). Esto
constituye la principal causa de adquisicion y diseminacion de virulencia y resistencias frente
a los antibidticos. (Brook, 1986; Hargreaves & Cohen, 2011; Neelakantan et al., 2017).

Las diferentes combinaciones bacterianas pueden dar lugar a una mayor virulencia
debido al sinergismo (Sundqvist et al., 1979; Baumgartner et al., 1992, Feuille et al., 1996,
Kesavalu et al., 1998). Especies bacterianas que por si solas tienen una baja virulencia y no
pueden causar enfermedad pueden hacerlo al formar parte de una biopelicula (Sundqvist, 1976;
Brook, 1986; Siqueira & Rocas, 2009).

Durante el proceso de formacion de la biopelicula se van a ver involucrados tres
componentes: las células bacterianas, un medio fluido y una superficie sélida. Primero se
formard una capa de acondicionamiento mediante la adsorcion de moléculas inorganicas y
organicas sobre la superficie sélida, es lo que se conoce como pelicula adquirida. A
continuacion, microorganismos en forma planctonica se irdn adhiriendo a la capa de
acondicionamiento. Finalmente, colonizadores secundarios se unirdn a los iniciadores y tendra
lugar el crecimiento bacteriano y la expansion del biofilm (Kolenbrander, 2000; Jhajharia et al.,
2015). A medida que la biopelicula va madurando, su estructura y composicion se ve
modificada en funcion de las condiciones ambientales (disponibilidad nutricional y de oxigeno)
(Donlan & Costerton, 2002)

Diferentes autores han definido una serie de criterios que una enfermedad debe cumplir
para que se considere causada por biofilm: 1) Las bacterias infectantes estan adheridas o
asociadas con una superficie (el término “asociado” permite la inclusiéon de agregados no
firmemente adheridos). 2) El examen directo de tejido infectado muestra bacterias que forman
agrupaciones o microcolonias encerradas en una matriz extracelular, esta matriz puede ser de
origen bacteriano o del propio huésped. 3) La infeccion generalmente se limita a un sitio en

particular y, aunque puede ocurrir una diseminacion, es un evento secundario. 4) La infeccion
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es dificil o imposible de erradicar con antibidticos a pesar del hecho de que los microorganismos
responsables son susceptibles de ser eliminados en el estado planctonico (Parsek & Singh,
2003). 5) Aclaramiento ineficaz del huésped evidenciado por la ubicacion de agrupaciones de
células bacterianas (macrocolonias) en areas discretas del huésped asociadas con células
inflamatorias (Hall-Stoodley & Stoodley, 2009). 6) La eliminacion o la interrupcion
significativa de la estructura y la ecologia de la biopelicula conduce a la remision del proceso

de la enfermedad (Ricucci & Siqueira, 2010).

2.1. Efecto de los antibioticos sobre el biofilm

29 ¢e

En la literatura se utilizan los términos “resistencia”, “tolerancia” y “persistencia” para
hablar de la disminucion de susceptibilidad o sensibilidad de los microorganismos frente a los
antimicrobianos, pero no existe un consenso en cuanto al significado de éstos (Hall & Mah,
2017).

La resistencia a los antibioticos se define como un aumento de la concentracion minima
inhibitoria (MIC, concentracion mas baja de antimicrobiano que inhibe el crecimiento del
microorganismo) a causa de un cambio permanente en la bacteria, como ocurre en las
mutaciones y en la adquisicion de resistencias a través de la transferencia horizontal de genes
(Mah, 2012; Olsen et al., 2015).

Para algunos autores la diferencia entre resistencia y tolerancia erradica en que la
resistencia hace referencia s6lo a un antibidtico o tipo de antibidtico en concreto (Yan &
Bassler. 2019). En cambio, otros autores diferencian estos términos en que la tolerancia es
provocada por un cambio fenotipico reversible (Mah, 2012; Olsen et al., 2015).

Por ultimo, algunos autores denominan bacterias persistentes a aquellas que son menos
susceptibles a los antimicrobianos debido a la diferenciacion fenotipica (Balaban et al., 2004;
Lewis, 2005; Yan & Bassler. 2019)

Los microorganismos presentes en un biofilm son hasta 100 veces mas resistentes a los
antibidticos que de forma planctonica (Ceri et al., 1999). Esta menor susceptibilidad
probablemente es debida a la accién conjunta de diferentes mecanismos como son: la matriz
extracelular, tasa de crecimiento lento, metabolismo alterado, presencia de células persistentes
y gradientes de oxigeno y nutrientes (Olsen, 2015).

Inicialmente se propuso que la resistencia antibiotica del biofilm era causada por la
disminucién de penetracion del antimicrobiano a través de la matriz extracelular. Actualmente,

esta afirmacion no explica el aumento de resistencia de la biopelicula frente a la mayoria de los
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antimicorbianos (Walters et al., 2003; Hall & Mah, 2017; Yan & Bassler, 2019). Ademas, la
difusion del antibidtico parece ser variable segun la configuracion experimental, la cepa
bacteriana y las condiciones de crecimiento de la biopelicula (Hall & Mah, 2017). Se puede
evitar la penetracion del antibiotico si éste se une a los componentes de la matriz extracelular
(Chiang et al., 2013; Olsen, 2015). Los antimicrobianos pueden ser inactivados por la presencia
en la matriz extracelular de enzimas como B-lactamasas (Anderl et al., 2000, Hall& Mah, 2017)
o ADN extracelular, el cual estd cargado negativamente y puede actuar como quelante de los
antmicrobianos catidonicos o como escudo frente a los aminoglucosidos (Mulcahy et al., 2008;
Chiang et al., 2013). La matriz extracelular también proporciona una barrera fisica que protege
a las células de los componentes del sistema inmune (Lewis, 2005).

El aumento de la tolerancia del biofilm esté relacionado con la alteracion de la fisiologia
de las células que lo componen. Existen zonas dentro de la biopelicula en las que, a causa del
consumo de las células periféricas, la penetracion de oxigeno y nutrientes estd limitada (Stewart
et al., 2016). Esta situacion provoca que las bacterias entren en fase estacionaria en la que hay
una baja actividad metabdlica (Anderl et al. 2003; Walters et al., 2003; Borriello et al. 2004).
Estas bacterias en fase estacionaria son menos susceptibles a los antibidticos, ya que muchos
de ellos estan dirigidos a procesos que ocurren en bacterias en crecimiento, como la replicacion,
transcripcion y sintesis de la pared celular (Olsen, 2015).

Por ultimo, cabe destacar que la alta densidad bacteriana del biofilm disminuye la
sensibilidad a los antibioticos debido a la mayor frecuencia de mutacion y mejor transferencia

horizontal de genes (Molin & Tolker-Nielsen 2003; Driffield et al., 2008; Heiby et al., 2010)

2.2. Biopeliculas de los conductos radiculares

Ricucci & Siqueira (2010) analizaron histoldgicamente 64 muestras procedentes de
dientes sin tratar con periodontitis apical. Encontraron presencia de bacterias en todas menos
en una muestra. Estas bacterias se encontraban formando una biopelicula en el tercio apical en
el 80% de los casos, observandose también en ramificaciones e istmos. Fue frecuente observar
todo el tercio apical cubierto por una biopelicula en casos de presencia de caries muy extensas
o necrosis de larga evolucion. En practicamente todas las muestras se observaron floculos y
células planctonicas flotantes o en relacion con tejido necrédtico en el lumen del conducto
radicular, ramificaciones e istmos. Estos floculos pudieron haberse originado a partir de
agregados celulares o haberse desprendido del biofilm (Hall-Stoodley & Stoodley, 2009).

Ademas, estos floculos suelen presentar muchas de las caracteristicas de las biopeliculas (Hall-
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Stoodley et al., 2004). También se pudo observar que la invasion bacteriana penetraba a
diferentes profundidades de los tiibulos dentinarios (Ricucci & Siqueira, 2010).

Ricucci & Siqueira (2010) visualizaron biofilm en el 59% de los casos con areas
radiolucidas <5 mm y en el 87,5% de los casos con éreas radioliicidas > 5 mm. La prevalencia
general de biopeliculas en quistes, abscesos y granulomas fue del 95%, 83% y 69,5%
respectivamente, existiendo una relacion significativa con las lesiones epitelizadas. En cambio,
no se encontro correlacion entre las biopeliculas y los sintomas clinicos o la presencia de fistula.
Por todo esto, concluyeron que la periodontitis apical puede ser considerada una enfermedad
inducida por biofilm (Ricucci & Siqueira, 2010).

En cuanto a la morfologia del biofilm del interior de los conductos radiculares, Ricucci
& Siqueira (2010) observaron que solia tener varias capas de células bacterianas formadas por
cocos, bacilos y filamentos. Estos morfotipos podian encontrarse en proporciones variables en
el mismo biofilm, pero solia haber uno predominante. La proporcion hallada entre células
bacterianas y matriz fue muy variable: en unos casos habia una gran abundancia de células
bacterianas donde practicamente no se observaba matriz extracelular, en cambio en otros el
componente extracelular era muy predominante. También fue muy variable la disposicion
celular, en unas biopeliculas las células eran abundantes en las capas més profundas y en otras
en las capas mas superficiales.

Algunos autores afirman que no se debe centrar el tratamiento de una enfermedad
provocada por un biofilm en una especie en concreto (Mira, 2018), sino que se debe dirigir los
esfuerzos al desequilibrio y desestructuracion de la biopelicula (Siqueira & Rdgas, 2009).
Siguiendo este enfoque y dado que el biofilm endodéntico es polimicrobiano, podrian utilizarse
combinaciones de antimicrobianos como las bacteriocinas producidas por el probidtico
Streptococcus dentisasi para combatir las infecciones endodonticas (Llena et al., 2019) o
estrategias antimicrobianas de amplio espectro. Asimismo, las pruebas de inhibicion in vitro
centradas en especies concretas pueden no ser representativas de la sensibilidad global del
biofilm, ya que éste estd formado por decenas o incluso cientos de especies bacterianas

diferentes (Mira et al., 2019).

3. CRECIMIENTO BACTERIANO

En condiciones favorables, una poblacion microbiana unicelular en crecimiento se

duplica a intervalos regulares de tiempo, ya que cada una de las dos células hijas resultantes de
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una division tienen el mismo potencial de crecimiento que la célula madre. El tiempo que tarda
una poblacion microbiana en duplicar su nimero de células se conoce como tiempo de
generacion. La tasa de crecimiento de un cultivo bacteriano depende de la especie bacteriana,

de la composicion quimica del medio (nutrientes, pH) y la temperatura (figura 1.2).

Figura I.2. Representacion de la multiplicacion de una célula madre en sucesivas células hijas. t =tiempo
de generacion.

La medicion del crecimiento bacteriano mediante conteo de colonias o medicion de la
turbidez en un medio liquido sin renovacion de nutrientes dibuja una grafica que consta de las
fases que se describen a continuacioén y se esquematizan en la figura 1.3. La primera fase del
crecimiento bacteriano es la fase de adaptacion (latencia), en la que no se observa un aumento
en el nimero de bacterias, por lo que se le ha llamado de crecimiento lento. En cambio, si se
observa una alta actividad metabdlica con formacion de productos intermediarios. En la fase
logaritmica (exponencial) el crecimiento bacteriano dibuja una linea ascendente en la gréfica.
Constituye la méaxima velocidad de multiplicacion de una especie. A continuacion, el
crecimiento bacteriano entra en la fase estacionaria, en la que no se observa aumento del
nimero de bacterias vivas. En esta etapa los nutrientes se estan agotando y los productos de
desecho metabolicos se acumulan. Finalmente, el crecimiento bacteriano entra en la fase de
declinacién (muerte), en la que se observa un mayor nimero de bacterias muertas que de

bacterias viables (Ryan & Ray 2017; Romero, 2018).
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Estacionaria

Organismos viables

Latencia

Tiempo de crecimiento
Figura 1.3. Curva de crecimiento de biofilm. Fases del crecimiento bacteriano en un medio liquido sin
renovacion de nutrientes.

En el caso del crecimiento de los biofilms se pueden distinguir tres etapas distintas:
union de las células a una superficie, crecimiento de las células en una biopelicula y por ultimo,
desprendimiento de éstas al medio circundante (Kaplan, 2010), este crecimiento se esquematiza
en la figura [.4.

Concretamente en el biofilm dental, primero se forma por adsorcion una fina capa de
proteinas derivadas de las glucoproteinas salivales sobre la superficie solida del diente. Esta
primera capa se denomina pelicula adquirida (capa acondicionadora), que altera las propiedades
fisicas y quimicas del diente (Kisehen & Haapasalo, 2010; Huang, et al., 2011).

A continuacion, tiene lugar la adhesion de bacterias a la superficie dental. La primera
interaccion bacteria-superficie va a ser una unién reversible determinada por las propiedades
fisicas y quimicas (superficie de energia y densidad de carga) de ambos. Posteriormente la
uniéon se fortalece mediante adhesinas especificas ubicadas en estructuras como flagelos,
fimbrias y pilis (Kaplan, 2010; Kisehen & Haapasalo, 2010; Huang, et al., 2011).

En la siguiente etapa bacterias colonizadoras secundarias se unen a receptores de
superficie de las bacterias colonizadoras primarias. Simultdneamente las bacterias se
multiplican y forman la matriz extracelular que ayuda a las bacterias a mantenerse unidas.
Debido al crecimiento y maduracion del biofilm se crean condiciones ambientales de pH,
cantidad de oxigeno y disponibilidad de nutrientes que permiten la colonizacion del biofilm por
parte de otras bacterias, como anaerobias estrictas (Kaplan, 2010; Huang, et al., 2011).

Finalmente, en un biofilm maduro tiene lugar la desagregacion de células bacterianas o

coagregados del biofilm. La dispersiéon bacteriana va a contribuir a la diseminacién y
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supervivencia bacteriana y a la transmision de la enfermedad. Existen dos causas principales de
diseminacion: limitacién de nutrientes en el biofilm maduro, por lo que las bacterias buscan
nuevas localizaciones para su crecimiento; y la accion de las defensas del huésped en intento
de contener el crecimiento del biofilm, como por ejemplo la dispersion por la fuerza del flujo

salival (Kaplan, 2010; Huang, et al., 2011).

A. Formacion de pelicula  B. Adhesion inicial C. Maduracion D. Dispersion
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Figura [.4. Representacion de las etapas de formacion de una biopelicula oral. A) Pelicula adquirida. B)
adhesion de las bacterias colonizadoras. C) Maduracion del biofilm. Formacion de coagregados de
diferentes bacterias. D) Dispersion. Las bacterias se desagregan de la superficie del biofilm para
colonizar una nueva localizacion (Huang et al., 2011)

Aunque el biofilm tedricamente sufre unas fases similares de desarrollo a las de los
cultivos bacterianos, no se han podido ver de forma continua, como en las curvas de crecimiento
de los cultivos bacterianos puros, hasta la aparicion y desarrollo de los métodos de impedancia.
Estos han revolucionado el estudio de la dinamica de las biopeliculas, y han mostrado que
efectivamente, estas fases pueden ser observadas en el desarrollo de un biofilm multiespecie.
Ademas, los patrones de dindmica de formacion varian segun el origen de la muestra (por
ejemplo, saliva, placa subgingival o lengua), siendo similares para el mismo tipo de muestra de
diferentes individuos, tal como se muestra en la figura [.5 (Mira et al., 2019). Hasta el momento
no se ha puesto a punto el crecimiento y cuantificacion de biofilms de origen endodéntico por

esta metodologia de monitorizacion en tiempo real por impedancia.

18



Introducciéon

a) Saliva
— D2 seressnannn D3 sessnnnnnnn: D5 D6
0.6 ‘
504 5
el < -...: ........

-----
e

=03
So2

0.1

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (h.)
b) Tongue
0.16 ¢

Cell Index

Time (h.)

c) Supragingival Plaque
0.18
0.13

0.08

Cell Index

0.03

-0.02
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Time (h.)

Figura 1.5. Dinamica de formacion de biopeliculas de muestras orales de tres nichos diferentes a) saliva,
b) lengua y c) placa supraginival, de cuatro voluntarios (D2, D3, D5 y D6) (Mira et al., 2019).
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4. METODOS DE IDENTIFICACION MICROBIANA

El cultivo es el método utilizado tradicionalmente para la caracterizacion de la
composicion microbiana. Tras la recogida y transporte de la muestra al laboratorio en un medio
adecuado, se somete a agitacion mediante sonicacion o vortex y posterior dilucion para
distribuirla en diferentes tipos de medios agar cultivados en condiciones aerobias y anaerobias.
Tras un tiempo de incubacidn, las diferentes colonias obtenidas se subcultivan para su correcta
identificacion. Esta se lleva a cabo en funcién de la morfologia de la colonia, la tincion gram,
la tolerancia al oxigeno, los productos finales del metabolismo (cromatografia de gases-
liquidos) y también mediante la identificacion de proteinas de la membrana celular
(electroforesis en gel) y fluorescencia. El cultivo es un método facilmente disponible que
ademas permite determinar la sensibilidad antimicrobiana. En cambio, es un método laborioso
que depende de la experiencia del microbidlogo y que solo permite identificar aquellos
microorganismos que son cultivables (Hargreaves & Cohen, 2011). Entre el 50 y el 60% de las
bacterias que se encuentran en la cavidad oral no son cultivables (Aas et al., 2005; Kumar et
al., 2005).

Por otro lado, las técnicas de biologia molecular permiten identificar los
microorganismos que componen una muestra sin necesidad de llevar a cabo un cultivo. El gen
ARN ribosomal 16S es el mas utilizado para la identificacion bacteriana porque se distribuye
universalmente entre todas las bacterias, aporta gran cantidad de informacion y es
suficientemente pequefio para ser secuenciado con facilidad. Este gen puede amplificarse
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores universales (de
amplio espectro) (Hargreaves & Cohen, 2011). Gracias a los abordajes moleculares se han
identificado como patdgenos endodonticos bacterias dificiles de cultivar o atin no cultivadas.
Se han detectado mas de 400 especies en diferentes infecciones endoddnticas, de las cuales el
45% se han descrito exclusivamente mediante biologia molecular. A la hora de analizar los
resultados obtenidos con este tipo de técnicas se debe tener en cuenta que detectan tanto
microorganismos vivos como muertos (Siqueira & Rocas, 2005b).

Entre las técnicas de biologia molecular se describen: electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE, desnaturing gradient gel electrophoresis), polimorfismo de la
longitud del fragmento terminal de restriccion (T-RFLP, terminal restriction fragment legth
polymorphism), hibridacion in situ con fluorescencia (FISH, fluorescence in situ hybridization),
sondas de hibridacion ADN-ADN y PCR cuantitativa (qQPCR) entre otras (Hargreaves y Cohen,

2011). Actualmente, estas técnicas moleculares tradicionales estdn siendo reemplazadas por
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técnicas de secuenciacion de segunda generacion como la pirosecuenciacion 454 (Roche
Applied Science, Basel, Switzerland), ya retirada del mercado por parte del fabricante, y la
secuenciacion Illumina (Hamady & Knight, 2009).

Hoy en dia, la plataforma Illumina MiSeq (figura 1.6) se utiliza de forma extendida para
la identificacion bacteriana mediante el gen ARNr 16S. El ADN de las muestras extraido y
purificado se inmoviliza en una superficie celular de flujo y se prepara para la secuenciacion de
[llumina por PCR que amplifica moléculas de ADN individuales. La secuenciacion del ADN
se realiza posteriormente por ciclos repetidos de extensiones de base Unica usando cuatro
terminadores de tinte fluorescentes reversibles (uno para cada nucleétido). La fluorescencia se
identifica después de la incorporacion de la base mediante un escaner fluorescente de cuatro

canales (Siqueira et al., 2012; Slaton et al., 2017).

SEQUENCING

Door»a9

Figura 1.6. Secuenciador Miseq de Illumina que ha sido utilizado en la presente tesis para obtener las
secuencias del gen bacteriano 16S rRNA en muestras endodonticas.
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5. COMPOSICION BACTERIANA DE LOS CONDUCTOS RADICULARES

La composicion bacteriana del interior de los conductos radiculares presenta una alta
variabilidad. La etiologia de la infeccion endododntica es heterogénea, hallindose multiples
combinaciones bacterianas. Es por ello que ninguna de las especies puede considerarse como
el principal patégeno endoddntico, sino que son las diferentes combinaciones bacterianas las
causantes de la enfermedad (Machado de Oliveira et al., 2007, Siqueira et al., 2004a; Siqueira
& Rdgas, 2009).

Las diferentes formas de periodontitis apical pueden estar relacionadas con la
composicion de la comunidad microbiana. Se ha observado que la composicion bacteriana
asociada a periodontitis apical sintomatica en diferentes pacientes es mas parecida entre si en
comparacion con los pacientes con periodontitis apical asintomatica. La presencia de ciertas
comunidades podria estar asociada especificamente con algunas formas de periodontitis apical
(Sakamoto et al., 2006; Siqueira et al., 2004a; Siqueira & Rdgas, 2009).

La microflora bacteriana del conducto radicular estd compuesta inicialmente por
aerobios y anaerobios facultativos. A medida que avanza la enfermedad tienen lugar cambios
ambientales como la disminucién de la tension de oxigeno, lo cual provocard cambios en la
composicion bacteriana (Neelakantan al., 2017). La infeccioén intrarradicular primaria se
caracteriza por la presencia de un grupo heterogéneo de microorganismos dominado por
bacterias anaerobias (Munson et al., 2002; Siqueira & Rdgas, 2004b).

Algunas especies poco abundantes pueden ser la piedra angular que mantiene el
equilibrio dentro del biofilm y podrian llegar a ser dominantes en funcion de los cambios
ambientales. Ademas, las especies poco abundantes en un individuo pueden ser muy
abundantes en otro (Siqueira et al., 2005; Sogin et al., 2006).

Diferentes autores han llevado a cabo la secuenciacién microbiana del interior de los
conductos radiculares. Todos ellos coinciden en aplicar como criterios de exclusion que el
paciente haya tomado antibiotico recientemente, que sufra enfermedad periodontal avanzada o
que exista una comunicacion directa entre el medio oral y la camara pulpar (tabla I.1). De esta
forma se intenta no alterar la composicion bacteriana que existe en los conductos necroticos en

condiciones normales, evitando contaminaciones de otros nichos orales.
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Antibiético Enfermedad periodontal (EP) Corona/Caries Otros
Blome et al., 2008 <3 meses Bolsa periodontal >4mm - -
Santos et al., 2011 - Bolsa periodontal >4mm - -
Siqueira et al., 2011 - EP avanzada - -
» Diabetes
Hong et al., 2013 <2 meses EP avanzada Destru'c?}on coronal extensa / Cancer
exposicion pulpar .
Inmunodeficiencia
Ozok et al., 2012 - EP avanzada Exposicion pulpar -
Diabetes
Vengerfeldt et al., 2014 < 6meses Bolsa periodontal >5mm Destruccion coronal extensa  Inmunodeficiencia
Fractura vertical u horizontal
Tzanetakis et al.,, 2015 <3 meses Bolsa periodontal >4mm Exposicion pulpar Enfermedad sistémica
Fractura
Peerson et al., 2017 - Enfermedad periodontal Exposicion pulpar -
Keskin et al., 2017 <3 meses Enfermedad periodontal Destruccion coronal extensa Enfermedad mstem{ca
Embarazo o lactancia
Bouillaguet et al., 2018 < 2meses EP avanzada Destruccion coronal extensa Mal est-aO‘d de salud
Mala higiene oral
iriboz et al., 2018 - Enfermedad periodontal - Mal esta('io de 'salud
Hinchazon o fistula
Diabetes
Tawfik et al., 2018 < 3meses - - Cancer
Inmunodeficiencia
de Brito et al., 2020 <3 meses Enfermedad periodontal ) Enfermedad sistémica

Antecedente traumatico Embarazo

Tabla I.1. Criterios de exclusion utilizados segliin autor para analizar muestras del interior de los
conductos radiculares mediante secuenciacion. EP = enfermedad periodontal.

Existen multiples protocolos de recogida de muestra del interior de los conductos, pero la
mayoria coinciden en unos procedimientos comunes como son: colocacion de dique de goma 'y
desinfeccion del diente (piedra pomez, NaClO 2,5%); recogida de muestra del interior de los
conductos radiculares mediante limas, puntas de papel y suero; y por ultimo, transporte de la
muestra en un medio tamponado lo mas rapido posible (tabla 1.2).

Se ha detectado en el interior de los conductos radiculares una media de 13 phyla y 574
especies correspondientes a 190 géneros por estudio (grafica I.1). Los phyla se distribuyen en
una proporciéon media como sigue: Firmicutes (29,7%), Bacteroidetes (25,9%), Fusobacteria
(10,3%), Proteobacteria (8,6%) y Actinobacetria (8,2%) (Grafica 1.2).

Respecto a los géneros con mayor proporcion en las muestras se han descrito: Prevotella
(8,9%), Fusobacterium (6,3%), Bacteroides (5,7%), Porphyromonas (3,8%) y Lactobacillus
(3,5%) (Grafica 1.3).

Si se analiza la prevalencia de los diferentes géneros en los estudios, se halla que
Prevotella se halla presente en el 80% de los estudios, Fusobacterium, Porphyromonas y
Pseudoramibacteren el 70%, mientras que Bacteroides 'y Streptococcus en el 60%. La grafica

1.4 ilustra estos datos.
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dique goma PH 3% NaClO 2,5% 30% NaClO 2,5%
NaClO o
Desinfeccion 2,5% + Na.ClO 3%
. - - - K + tiosulfato - - -
camara pulpar tiosulfato de .
. de sodio
sodio
Limas +
. + . +
) puntas Limas + Limas Limas + Limas
Recogida papel + Puntas de suero + Puntas de suero + .
Puntas papel N puntas de puntas de Lima K #10
muestra aspiracion  papel avel puntas de avel papel puntas de
exudado pap papel pap papel
purulento
. Tampén TE Tampén TE RTF (Fluido , Tampoén
Medio Caldo de Tampoén de ]
transporte ) (TRIS- ) Brucella (TRIS- transporte ) lisis Mo Bio alcalino de
EDTA) EDTA) . lsis
reducido)
Tiempo
transcurrido - Inmediatamente <2h - - - - -

hasta procesado

Tabla 1.2. Protocolo de desinfeccion y recogida de muestra del interior de los conductos radiculares
seglin autor.

Pirosecuenciacio vs Illumina seq

Media
Pirosecuenciacion

m Especies mGéneros m Phyla
Grafica [.1. Media del numero de especies, géneros y phyla detectados mediante secuenciacion [llumina

y Pirosecuenciacion de muestras recogidas de conductos radiculares necroticos. Datos obtenidos de los
articulos, disponibles en la literatura, citados en el anexo 2.
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Phyla
Tenericutes; 1,2% TM7; 0,2%

Synergistetes; 2,7% Euryarchaeota ; 0,1%

Actinobacteria;
8,2%

Firmicutes; 29,7%

Fusobacteria; 10,3%

Bacteroidetes; 25,9%

Grafica 1.2. Proporcion media de los phyla encontrados en el interior de los conductos radiculares
necroticos mediante secuenciacion Illumina y Pirosecuenciacion. Datos recogidos de 12 articulos,
disponibles en la literatura, citados en el anexo 2. La media de muestras recogidas por articulo fue de
18,5.

Géneros

Actinomyces; 2,4%

Pyramidobacter; 2,5% Prevotella; 8,9%

Parvimonas; 2,6%

Streptococcus; 3,1%

Pseudoramibacter; 3,1% Fusobacterium; 6,3%

Lactobacillus; 3,5%

Grafica 1.3. Representacion grafica de la proporcion media de los géneros encontrados en el interior de
los conductos radiculares necroticos mediante secuenciacion Illumina y Pirosecuenciacion. Datos
recogidos de 10 articulos, disponibles en la literatura, citados en el anexo 3. La media de muestras
recogidas por articulo fue de 19,8. En esta grafica se han incluido sélo los géneros cuya proporcion

media es mayor al 2%.
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Géneros mas frecuentes

Treponema
Lactobacillus
Dialister
Atopobium
Streptococcus

Bacteroides

Géneros

Porphyromonas

I ——
I ——
I ——
I ——
Pseudoramibacter
Fusobacterium I
I EEEE———

Prevotella

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numero de estudios

Gréfica 1.4. Representacion grafica del numero de estudios en los que se ha detectado la presencia de
diferentes géneros en el interior de los conductos radiculares necroticos mediante secuenciacion
[llumina y Pirosecuenciacion. Se muestran los 10 géneros con mayor frecuencia de aparicion en los
diferentes estudios. Datos recogidos de 10 articulos, disponibles en la literatura, citados en el anexo 3.
La media de muestras recogidas por articulo fue de 19,8.
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6. MODELOS DE ESTUDIO DE BIOFILM

El uso de modelos de estudio de biofilm tiene como objetivo principal el andlisis de las
interacciones microbianas y la evaluacion de diferentes procedimientos de desinfeccion, como
por ejemplo, del sistema de conductos radicular. No existe un modelo de estudio ideal,
estandarizado y aceptado para el estudio de las infecciones endoddnticas. Dicho modelo deberia
ser representativo de la realidad para que los resultados in vitro de las investigaciones sean
extrapolables a las diferentes situaciones clinicas in vivo. (Kishen & Haapasalo, 2010;
Swimberghe et al., 2019).

Los estudios de desinfeccion con microorganismos en fase planctonica son muy utiles
como ensayo preliminar antes de llevar a cabo disefios de biopeliculas mas complejos. Sin
embargo, los resultados obtenidos deben ser correctamente interpretados, ya que no representan
la situacion clinica real (Kishen & Haapasalo, 2010).

A la hora de valorar si un modelo de estudio de biofilm es similar a la realidad, se deben
tener en cuenta los siguientes parametros: la composicién microbiana del biofilm, el sustrato
sobre el que se forma la biopelicula, las condiciones de crecimiento y la posibilidad de validar
y cuantificar el biofilm formado (Swimberghe et al., 2019).

El potencial adhesivo de los microorganismos al sustrato se considera un factor
determinante en la infeccién mediada por biopelicula. Este potencial adhesivo va a depender de
los microorganismos que la componen (especies, concentracion del indculo), el tipo de sustrato
y las condiciones ambientales (pH, temperatura, disponibilidad de nutrientes, tiempo de

incubacidn, entre otras) (Kishen & Haapasalo, 2010).
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6.1. Composicion microbiana del biofilm in vitro

Tras la revision de la literatura hasta diciembre del 2016, Swimberghe et al. (2019)
observaron que el 86% de los autores que utilizaron modelos de estudio de biofilm empleaban
una sola especie, siendo la mas predominante Enterococcus faecalis, ya que ha sido considerado
el principal agente causal de las infecciones persistentes (Stuart et al., 2006). Sin embargo,
actualmente esta afirmacion se encuentra en entredicho, ya que otros microorganismos como
Prevotella y Fusobacterium han sido aislados en mayor medida (Prada et al., 2019) (grafica 1.3
y 4). Los modelos monoespecie son muy utilizados debido a que son los mas simples, faciles
de estandarizar y tienen una alta reproducibilidad (Swimberghe et al., 2019). En cambio, este
tipo de modelos no son fieles a la realidad, porque en el interior de los conductos radiculares
las infecciones son polimicrobianas, teniendo lugar interacciones bacterianas y cooperacion
metabolica que dotan a la comunidad microbiana de propiedades y funciones fisioldgicas, que
no pueden observarse en cada componente de forma individual, incluida la resistencia o
sensibilidad a agentes antimicrobianos (Hargreaves & Cohen, 2011; Marsh, 2005).

También se utilizan modelos de estudio de biofilm en el que se asocia mas de una
especie conocida. A este tipo de biofilm se le denomina de ingenieria definida. En estos estudios
se combinan especies modelo bien caracterizadas (Tan et al., 2017). Presentan como desventaja
que esta combinacion es de algin modo artificial y que el uso de diferentes especies no implica
que todas ellas crezcan (Swimberghe et al., 2019). Pueden encontrarse modelos de biopeliculas
compuestas de 2 (van der Waal et al., 2016) a 9 especies diferentes (Bloch et al., 2017) (grafica
L5).

Por tultimo, en algunos estudios se utiliza un biofilm natural o microcosmos, formado
por microorganismos obtenidos directamente del ambiente de interés. De esta forma se obtiene
una biopelicula mucho mas compleja y cercana a la realidad, pero de composicion desconocida
(Tan et al., 2017). Peters et al. (2011) infectaron un diente decoronado, instrumentado y
esterilizado transportandolo durante una semana en la boca de un voluntario. Ordinola-Zapatra
et al. (2014) infectaron muestras de dentina sujetadas mediante ortodoncia en la boca de un
voluntario. Otros autores utilizan placa supra o subgingival para inocular muestras de dientes
extraidos (Lin et al., 2013) o modelos de estudio hechos de material no biologico (Koopman et
al., 2016; van der Waal et al., 2017; Mira et al., 2019). La composicion bacteriana mas similar
al interior de los conductos se obtendra al utilizar como indculo una muestra recogida del
interior de los conductos radiculares como llevaron a cabo Shaudinn et al. (2013) y van der

Waal et al. (2016). Como consecuencia de la mayor diversidad y complejidad de un modelo
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multiespecie, la reproducibilidad, estandarizacién e interpretacion del experimento se vera
dificultada (Mira et al., 2019; Swimberghe et al., 2019). Entre los modelos de estudio que
utilizan un biofilm natural solamente Mira et al. (2019) estudiaron la dinamica de formacion
del biofilm, el resto de los estudios cuantificaron el tamafio del biofilm al final del ensayo. En

la tabla 1.3, se resumen diferentes modelos de estudio de biofilm para estudios in vitro.

N° de estudios in vitro de biofilm segin su composicion bacetriana

Microcosmos; 7

9 especies; 1

5 especies; 3

2 especies; 3

B Monoespecie
m 2 especies
m 3 especies

4 especies
Monoespecie ; 69 B 5 especies
m 9 especies

B Microcosmos

N° de estudios

Grafica 1.5. Representacion grafica del nimero de articulos publicados en la literatura en base a la
composicion bacteriana utilizada en el modelo de estudio in vitro (Actualizacion del grafico publicado
por Swimberghe et al., 2019)
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Autor Origen biofilm Sustrato Incubacion . Medio Confirmacion biofilm
Tipo Reemplazo
2 Mira et Placa de 96 pocillos E- BHI / BHI con 0,1% ) )
S Streptococcus mutans plates (ACEA 24 horas - MiSeq Illumina
g al, 2019 . sacarosa
Z Biosciences)
=
E idades f¢ d d
2 sudek e | | , Unidades formadoras de
Enterococcus faecalis Dentina 4x4 mm 21 dias BHI - colonia y Microscopio
al., 2019 L .
electronico de barrido
96 horas en . .
. . Microscopio confocal
Discos de dentina de 5 fermentador .
Busanello . . laser. Pruebas de
Streptococcus oralis y mm @ con de pelicula Constante a ., .
et al., . " . . BHI compresion de baja
Actinomyces naeslundii recubrimiento de saliva de 45 mL h -1. ;
2019 s . carga. Tomografta de
liofilizada profundidad s
coherencia optica.
constante
0.5 BHI con 50 mmol L *-
S van der Modelo AAA (ACTA 1 1,4 tampon de acido
S Enterococcus faecalis y active attach- ment 48 horas piperazinedi- Unidades formadoras de
‘= Waalet ’ . . L o Cada 8 horas .
£ L2016 Pseudomonas aeruginosa model). Placa de 24 Anaerobiosis etanosulfonic, 0.5% colonia
s 7 pocillos sacarosa'y 1 mmol L"-1
£ CaCl2
2
§n Prevotella intermedia,
= Campylobacter rectus,
Veillonella .dlSpar’ Medio de crecimiento Microscopio confocal
Fusobacterium nucleatum, . , ..
. . . . . (60% saliva, 10% suero laser. Fluorescencia in
Bloch et  Streptococcus oralis, Discos de hidroxiapatita . . Alas 16y . .
) 64 horas fetal bovino, 30% medio situ . Unidades
al., 2017 Streptococcus anginosus, de 9 mm @ . . 24 h .
Actinomyees oris fluido universal formadoras de colonia.
yeesors, modificado) qPCR.
Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola ,
Tannerella forsythia
Contante 60
L min
KZ‘:';Tan Modelo de biofilm H
2015" Saliva estimulada MAM (multiplaque 29 dias Medio mucina Sacarosa qPCR / MiSeq Illumina
2016’ artificial mouth) 19% whv 6
min cada 2 h
0.7% de Bacto proteosa
peptona, 0.3% de peptona
de tripticasa, 0.5% de
extracto de levadura,
0.25% de KCI, 10 mg L 2 veces por
Modelo AAA (ACTA =1 hemina, 1 mg L "1 P
van der . . . semana. 1
. active attach- ment , Vit. K, 0,05% de cisteina,
Waalet Interior conductos 31 dias vezen la qPCR
model). Placa de 24 50 mmol de fosfato de L
al., 2016 K R ultima
pocillos potasio, 1 mmol de urea,
2 .. semana
g 0,1% de arginina, 1 mmol
2 de lisina, 1 mmol de
§ glicina 'y 10% de suero
.§ fetal bovino inactivado por
calor.
Camara de flujo que
consta de tres canales de
van der . ., .
. alimentacion paralelos 48 horas . e s constante 40 Axio Observer Z1
Waalet Saliva , . . Saliva artificial K . R
conectados entre si por Anaerobiosis pL min -1 inverted microscope
al., 2017
ocho canales laterales
perpendiculares
Luo et Placa de 24 porill s  sofware BATT
Saliva Bioflux (sistema de 22 horas Saliva humana filtrada al 25% . Y R
al., 2019 . R (Biofilm Architecture
microfluido)
Inference Tool)
. Placa de 96 pocillos E-
Mi 1 1 24 h
ira et Sa ‘V.a’ Pa aca supra y plates (ACEA oras‘ . BHI con 0,1% de sacarosa - MiSeq Illumina
al., 2019 subginvial, lengua L Anaerobiosis
Biosciences)

Tabla [.3. Caracteristicas de los modelos de estudio de biofilm oral in vitro a partir de 2016.
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6.2. Sustrato del modelo de formacion de biofilm in vitro

La mayoria de los autores utilizan dentina humana (Busanello et al., 2019; Swimberghe
et al., 2019), la cual es el material mas representativo de la realidad. Sin embargo, la dentina
humana utilizada proviene de dientes extraidos de individuos y grupos de edad diferentes. Por
lo tanto, su composicion y estructura sera diferente, dependiendo de aspecto como los procesos
consuntivos sufridos o de la edad del sujeto de procedencia (dentina esclerdtica), etc. Ozdemir
et al. (2010) observaron que el E. faecalis formaba una biopelicula mas gruesa en las muestras
de dentina procedente de individuos de mayor edad, en comparacion con las procedentes de
individuos jovenes. Por ello, el uso de dentina como sustrato para un modelo de formacion de
biofilm es probablemente més representativo de la realidad, pero dificil de estandarizar.

En cambio, otros autores se decantan por el uso de modelos de formacion de biofilm
con un sustrato no bioldgico, de manera que se consigue una mayor estandarizacion de las
muestras. Este tipo de modelos presenta el inconveniente de que las interacciones microbianas
con la superficie del modelo difieren de la realidad. Van der Waal et al. (2016) formaron biofilm
a partir de muestras del interior de los conductos de dientes con periodontitis apical primaria en
el modelo de estudio “AAA model” (ACTA active attachment model) desarrollado por
Exterkate et al. (2010). Este modelo consta de una tapa de acero inoxidable con 24 pinzas que
pueden sostener discos de 12 mm de didmetro de diferentes sustratos como cubreobjetos de

vidrio o discos de hidroxiapatita (figura 1.7).

Figura 1.7. Modelo de biofilm “AAA model” (ACTA active attachment model) utilizado por Van der
Waal et al. (2016) y disefiado por Exterkate et al. (2010). a) Se trata de una tapa de acero inoxidable a
medida con 24 abrazaderas en la que se fijan cubreobjetos de vidrio (izquierda de la imagen) o discos
de hidroxiapatita (derecha de la imagen). b) Posicion del modelo de estudio en el momento de
crecimiento del biofilm.
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Koopman et al. (2015, 2016) hicieron crecer biofilm a partir de saliva estimulada de un
donante en el modelo de crecimiento de biofilm MAM (multiplaque artificial mouth) disefiado
por Sissons et al. (1991). Este modelo consta de un cilindro de vidrio con cinco estaciones de
crecimiento de placas. Ademads, permite la adiciéon de nutrientes, asi como el control de la

temperatura y composicion del aire (figura 1.8).

Figura [.8. Modelo de biofilm MAM (multiplaque artificial mouth) utilizado por Koopman et al. (2015,
2016) y disefiado por Sissons et al. (1991). A: vista general de la caAmara de cultivo. B: vista longitudinal
de la camara de cultivo. C: vista seccional de la cdmara de cultivo.

6.3. Condiciones de crecimiento

El tiempo de incubacion del biofilm es uno de los parametros de mayor variabilidad
entre estudios, con un rango que va de 1 a 70 dias (Koopman et al., 2015; van der Waal et al.,
2016; Swimberghe et al., 2019; Mira et al., 2019). De Meyer et al. (2017) compararon el nimero
de CFUs (colony forming units) tras la formacién de un biofilm doble especie (S. mutans y E.
faecalis) en un modelo de resina de conductos radiculares tras 48, 72 y 168 horas de incubacion.
No hubo diferencia en la cantidad de CFUs entre las 48 y 72 horas (p>0,05) existiendo un menor
nimero de CFUs a las 168h (p<0,05). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Seneviratne et al. (2013), quienes observaron que el nimero de CFUs tras la incubacion de un
biofilm monoespecie de E. faecalis era mayor a las 72 horas que a las 24 horas (p<0,05) y que
a partir de las 72 horas el nimero de CFUs decrecia, entrando en la fase de declive.

En el interior de los conductos el suministro y disponibilidad de nutrientes van a
determinar la composicién bacteriana. Las bacterias que componen el biofilm endodontico

pueden obtener nutrientes exdgenos como carbohidratos a partir de la caries o grietas del
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esmalte, asi como proteinas procedentes del tejido pulpar necrético o del exudado originado
por la inflamacion periapical. Debido a esto el medio de cultivo utilizado con mayor frecuencia
para la formacion de biofilm es el BHI (brain heart infusion). Por ser un medio rico en nutrientes
que permite el crecimiento de la mayoria de las especies microbianas (Busanello et al., 2019;
Swimberghe et al., 2019), sobre todo si se suplementa con ciertos nutrientes como la hemina

menadiona o la vitamina K (Mira et al., 2019)

6.4. Validacion del biofilm

Tras la formacion de biofilm en un determinado modelo de estudio, el biofilm debe ser
validado. Existen diferentes métodos de validacion de biofilm, como pueden ser: recuento de

colonias, técnicas moleculares o técnicas de microscopia (Swimberghe et al.,2019).

Recuento de colonias

En algunos estudios la carga bacteriana del biofilm formado es determinada mediante
el recuento de CFUs (van der Waal et al., 2016; Bloch et al., 2017). Se realiza una dilucion
seriada que consiste en mezclar 100puL. de suspension bacteriana con 900uL de medio, esta
dilucién se repite hasta 10 veces. A continuacion, seran cultivados 20uL de cada diluciéon en
placas de agar, contabilizando las CFUs en la primera placa de agar que sea posible, por estar
las colonias separadas unas de otras (Zhang et al., 2018). Se trata de una técnica ampliamente
utilizada y universalmente aceptada que permite la comparacion entre estudios. En cambio,
presenta el inconveniente de que solo permite la deteccion de microorganismos que puedan se

cultivados en el laboratorio (Kishen & Haapasalo, 2010; Swimberghe et al., 2019) (figura 1.9).
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x1 : x10 PRI x100
Figura 1.9. Ejemplo de las placas de agar obtenidas para la contabilizacion de las unidades formadoras

de colonias. Se observa tres diluciones seriadas: x1, x10, x 100. Se puede contabilizar CFUs en la
dilucion x10. Imagen obtenida de Wikiwand (2020).

Técnicas moleculares

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR) es capaz de
medir la amplificacion de un fragmento de ADN especifico mediada por cebadores,
permitiendo una cuantificacion precisa de la carga microbiana total (van der Waal et al., 2016;
Bloch et al., 2017; Swimberghe et al., 2019). La pirosecuenciacion y la secuenciacion Illumina
van a permitir una deteccion cualitativa de los microorganismos presentes en el biofilm. Las
técnicas moleculares presentan la ventaja de detectar tanto las bacterias cultivables como las no

cultivables por las técnicas actuales (Swimberghe et al., 2019).

Técnicas de microscopia

La visualizacion directa del biofilm aporta informacion sobre la estructura y cantidad
de éste, asi como sus conexiones con el substrato. Las herramientas mas utilizadas son el
microscopio optico, el electronico de barrido y el microscopio confocal laser (Swimberghe et
al., 2019).

El uso del microscopio Optico nos permite llevar a cabo una descripcion general de la
biopelicula e informacion sobre la morfologia y organizacion de las células microbianas. Para
una correcta visualizacion es necesario un procesado de la muestra que consta de: fijacion,
descalcificacion, seccion y tincion. Se ha de tener en cuenta la posibilidad de desprendimiento
de la biopelicula como consecuencia de la preparacion de la muestra (Ricucci & Siqueira, 2010;
Swimberghe et al., 2019).

Otra técnica de visualizacion directa del biofilm formado es el uso del microscopio

electronico de barrido (MEB). Permite la caracterizacion morfoldgica y estructural de la
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biopelicula. Requiere una preparacion especifica de la muestra que consta de: fijacion,
deshidratacion, secado y recubrimiento con un revestimiento conductor. Presenta como
inconveniente la posible alteracidon morfoldgica del biofilm durante la preparacion de la muestra
(Swimberghe et al., 2019).

Por ultimo, también se puede utilizar el microscopio confocal laser (MCL), el cual no
necesita deshidratacion previa de la muestra. La muestra es sometida a una tincion fluorescente,
que permite determinar la viabilidad celular y la arquitectura del biofilm. A continuacion, se
realiza una serie de cortes Opticos procesados mediante software. Permite el estudio de la
estructura del biofilm, realizar un estudio semicuantitativo del mismo, asi como determinar la
viabilidad celular de la biopelicula (Bloch et al., 2017; Busanello et al., 2019; Swimberghe et
al., 2019).

Swimberghe et al. (2019) tras la revision de la literatura concluye que existe una gran
variabilidad entre los diferentes modelos de estudio de biofilm. Las grandes diferencias en la
seleccion de parametros como el origen de las especies, el tiempo de incubacion y el material
del sustrato, hace dificilmente comparables los estudios. Incide en la necesidad de estandarizar
un modelo de biopelicula validado que sea representativo de la realidad. Propone que se utilice
una biopelicula polimicrobiana de ingenieria definida o microcosmos y dentina como substrato.
Ademas, hace incidencia en la necesidad de llevar a cabo un ensayo de cinética de crecimiento,

para determinar la fase de maduracion del biofilm en el modelo de estudio.
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7. RTCA XCELLIGENCE®

El sistema de Analisis Celular en Tiempo Real (RTCA) xCELLigence® es un modelo
de estudio que permite la cuantificacion continua de formacion de biofilm mediante valores de
impedancia. Este modelo esta formado por una placa de microtitulacion cuyos pocillos poseen
microelectrodos de oro en la superficie inferior del mismo. Cuando se sumergen estos
microelectrodos en una solucidén conductora (sustancia tamponadora o medio de crecimiento),
la aplicacion de un potencial eléctrico débil a través de estos electrodos hace que la corriente
eléctrica fluya (figura I.10). La presencia de células adheridas en la interfaz electrodo-solucion
impide el paso de corriente. La magnitud de esta impedancia (similar a la resistencia eléctrica)
depende del nimero y tamafio de las células y la calidad de la union celular al sustrato. Cabe
sefialar que la salud y comportamiento de las células no se ve afectado por el potencial eléctrico
(22mV aplicado de manera intermitente a una frecuencia definida por el usuario) (Ferrer et al.,

2017a)

- MED\ A B et
' e SE 8T PN
A)
Single Well
(side view)
electron flow impeded electron flow

culture medium addition
f\\ of cells

Po— el meseng J?
negative EL A L positive

terminal | terminal
well bottom

C) (glass or PET)

Figura 1.10. A): Modelo de estudio in vitro RTCA xCELLigence®. B) Placa de microtitulacién de 96
pocillos. C) Representacion grafica del paso de corriente a través de los dos electrodos situados en el
fondo de cada pocillo, con (derecha) y sin (izquierda) células adheridas.
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Se ha demostrado que el sistema RTCA xCELLigence® permite el crecimiento de
biofilm monoespecie de S. mutans y multiespecie a partir de muestras procedentes de saliva,
placa supra- y subgingival y de la lengua. Se ha observado que los patrones de dindmica de
formacion de biofilm varian segtn el origen de la muestra, siendo similares para el mismo tipo
de muestra de diferentes individuos. Ademads, la composicion bacteriana tal como se determina
por la secuenciacion del ADN del in6culo (muestra procedente del paciente) es similar a la del
biofilm resultante tras el ensayo en el sistema RTCA xCELLigence® (Mira et al., 2019). Sin

embargo, todavia no se ha utilizado este sistema como modelo de biofilm endodéntico.
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8. ANTIBIOTICOS EN ENDODONCIA

Un uso correcto de los antibidticos permite resolver infecciones, prevenir y evitar la
propagacion de la enfermedad y minimizar las complicaciones graves a causa de la infeccion.
Sin embargo, un uso incorrecto de los mismos conlleva una serie de riesgos y efectos
secundarios como son: nduseas, vomitos, diarreas e infecciones oportunistas por hongos. El uso
excesivo e indiscriminado de antibidticos estd creando bacterias resistentes que no son
susceptibles a ningun antibidtico (AAE, 2017).

La resistencia a los antibiodticos es la tolerancia de un microorganismo frente a un
antibiotico que anteriormente era efectivo (Segura-Egea et al., 2017a; Segura-Egea et al.,
2017b). Las bacterias mutan en respuesta al uso de los antibidticos dejando de ser sensibles a
los mismos, fendomeno que se esta viendo acelerado por el uso indebido de los farmacos. La
resistencia a los antibidticos es considerada una de las mayores amenazas para la salud mundial
(OMS, 2018).

La mayoria de las infecciones de origen endodontico estan confinadas dentro del diente.
El manejo correcto de una infeccion endoddntica consta del desbridamiento del conducto
radicular infectado junto con el drenaje de los tejidos blandos y duros (AAE, 2017; Segura-
Egea et al., 2018). Tras la necrosis de la pulpa dental no existe vascularizacion en el interior de
los conductos radiculares, por lo que los farmacos administrados via oral no pueden llegar al
sitio de infeccion. Ademas, la presencia de material purulento limita el suministro vascular y
contiene desechos celulares y proteinas que pueden unirse y secuestrar el antibidtico,
disminuyendo su efecto si no se lleva a cabo un desbridamiento y drenaje adecuado (AAE,
2017).

En individuos sanos, las bacteriemias generadas por los tratamientos endoddnticos no
causan complicaciones y son eliminadas rapidamente sin necesidad de administrar antibioticos
sistémicos (Parahitiyawa et al., 2009).

La Asociacion Espafola de Endodoncia (AEDE), la Sociedad Europea de Endodoncia
(ESE), la Asociacion Dental Americana (ADA) y la Asociaciéon Americana de Endodoncia
(AAE) coinciden en la indicacion del uso de antibidticos sistémicos como tratamiento
coadyuvante al tratamiento de conductos en las siguientes situaciones (AAE, 2017; Segura-
Egea et al., 2017a; Segura-Egea et al., 2018; Lockhart et al., 2019; Segura-Egea et al., 2020):

1. Absceso apical agudo en pacientes médicamente comprometidos (enfermedad

sistémica que afecta a su sistema inmune)
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Absceso apical agudo con afectacion sistémica: hinchazones localizados
fluctuantes, elevada temperatura corporal >38°C, malestar general,
linfadenopatias, trismus.

Absceso apical agudo en expansion/progresion: inicio rapido de infeccion severa
en <24h, progresion del exudado purulento por el tejido intersticial y los espacios

tisulares (celulitis cérvico-facial)

Ademas, la ESE indica el uso de antibioticos sistémicos en los siguientes casos (Segura-

Egea et al., 2018):

4.

Reimplante de dientes permanentes avulsionados (Andersson et al., 2017,
Segura-Egea et al., 2020).
Tratamiento por trauma en tejidos blandos (sutura, desbridamiento) (Diangelis

etal., 2017).

La AEDE y la AAE recomiendan:

6.

Uso de antibidticos sistémicos de manera profildctica en pacientes
inmunocomprometidos o con condiciones predisponentes: endocarditis previa,
valvulas cardiacas protésicas o reemplazo protésico reciente de articulaciones
(AAE, 2017; Segura-Egea et al., 2017a; Segura-Egea et al., 2020) y en pacientes
oncologicos sometidos a radioterapia o pacientes en tratamiento con

bisfosfonatos por via intravenosa (Segura-Egea et al., 2020).

Por ultimo, la ADA indica:

7.

Uso de antibiodticos sistémicos en presencia de absceso apical agudo e
imposibilidad de llevar a cabo un tratamiento dental conservador inmediato,
debido al riesgo de compromiso sistémico (Lockhart et al., 2019).

Prescripcion de antibidtico sistémico cuando no se puede llevar a cabo el
tratamiento dental conservador inmediato y el paciente presenta necrosis con
periodontitis apical sintomatica. El paciente debe hacer uso del antibidtico en
caso de empeoramiento de los sintomas por riesgo de compromiso sistémico

(Lockhart et al., 2019).

Por lo tanto, en todas las situaciones clinicas no incluidas anteriormente estara

contraindicado el uso de antibidticos sistémicos (AAE, 2017; Segura-Egea et al., 2017a;

Segura-Egea et al.,2018; Lockhart et al., 2019; Segura-Egea et al., 2020), no habiendo evidencia

de beneficios terapéuticos derivados de su uso (Walton & Chiappinelli, 1993; Fouad et al.,

1996).
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En la actualidad existe un gran numero de profesionales que llevan a cabo un uso

indebido de los antibioticos:

1.

En el caso de la pulpitis irreversible con o sin periodontitis apical sintomatica,
un alto porcentaje de dentistas generales (9,4-48%) y en menor medida de
endodoncistas (1,1-28,6%) utilizan los antibioticos como tratamiento
coadyuvante (tabla 1.4). En una revision sistematica Cochrane, no se ha
encontrado evidencia de que el uso de antibioticos alivie el dolor en una pulpitis
irreversible (Agnihotry et al., 2016)

Ante los casos de necrosis el uso de antibidticos es similar entre dentistas
generales y endodoncistas (8,1-52,9%) aumentando su uso en caso de presencia
de trayecto fistuloso (28,1-94,3) (tabla 1.4).

Tampoco estaria indicada la prescripcion de antibidticos si el paciente presenta
un absceso agudo con hinchazon localizado y fluctuante en la region periapical
del diente, sin enfermedades sistémicas que afecten a su sistema autoinmune y
sin malestar general. En este caso, la mayoria de dentistas generales y
endodoncistas utilizarian antibidtico (71,5-95,9%) (Segura-Egea et al., 2017a)
(tabla 1.4).
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PULPITIS
NECROSIS
Reversible Irreversible Irreversible
Periodontitis apical
Sintomatica | Asintomatica Asintomatica Sintomatica Sintomatica Sintomatica
Ab: Hinchazon
Prescriptor Autor Pais n Fistula Fistula sceso (Afectacion
agudo cn s
sistémica)
£
= ©
= So Martin-
% 8, Jiménez et  Espana 116 29.3 62,8 0,2 38,4 439 90,2
£3 al.,, 2018
ER-
wn O
m
<
‘(:5: -g 2 Alonso-
5 gmz Ezpeleta et Espafia 67 11,9 22,4 7,5 254 37,3 95,5
7383 al,, 2018
m a g
MEDIA 20,6 42,6 3,825 31,9 40,6 92,85
Alattas & Arabi
Alyami, S”‘ dfa 195 17,5 313 8,1 28,1 20,6 81,9
2017 audt
= Al Masan
<
E et al., 2018 UK 32 3,1 9,4 18,8 28,1 78,1
S‘) Maslamani
z & Sedeqi, Kuwait 227 12,3 18,1 45,8 26,4 49,8 53,7 88,1
3 2018
. Agnihotry
et al., 2019 EEUU 393
vasudavan oy 396 48 60,0 99,0
et al, 2019 ? ’
MEDIA 7,7 26,5 38,5 17,8 46,0 34,2 82,7 99,0
Rodriguez- Espafia
Nuiiez et (AEDE) 158 11,4 28,6 14,3 21,4 52,9 94,3
S al., 2009
8 Germack et EEUU
5 a207  (aap) %6 L7 6.4 10,5 436 29,7 95,9
S Bolfoni et
8 al,, 2018 Brasil 615 1,1 6,2 20,5 11,5 71,5 88,1
vasudavan ppy o 336 3.0 20,0 100.0
et al., 2019 ’ ’ ’ ’
MEDIA 4,3 13,7 14,3 18,1 36,0 62,0 83,7 94,1

Tabla 1.4. Frecuencia (en porcentaje de administracion antibidtica frente a las diferentes situaciones
clinicas.

Segura-Egea et al. (2017b) indicaron que existe tendencia a la sobreprescripcion de
antibiotico el tratamiento de infecciones endoddnticas, por lo que es necesario mejorar los
héabitos de prescripcion mediante iniciativas educativas para llevar a cabo un uso correcto y
coherente de los mismos.

Tras una revision sistematica y meta-analisis de la literatura Tampi et al. (2019)
observaron que el uso de antibidtico como coadyuvante en el tratamiento conservador se
encuentra asociado a diarrea y a un riesgo bajo de reagudizacion de la infeccion endoddntica.
También, se encuentra asociado a un alto riesgo de que el paciente experimente malestar.

Ademas, se observa un alto riesgo de dafios adicionales tras el uso de antibidticos como:
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infeccion por Clostridium difficile, infecciones resistentes y aumento de la mortalidad y
hospitalizacion. Por ultimo, concluye que el uso de antibidtico solo o como complemento del
tratamiento conservador, sugiere un beneficio y un dafio en cuanto al dolor e hinchazéon
intraoral.

El antibiotico de primera eleccién en endodoncia es la penicilina y sus derivados: En
EE. UU. se utilizan principalmente la penicilina V y la amoxicilina, mientras que en Europa se
utilizan la amoxicilina y su combinacion con acido clavulanico. En caso de alergia o de
resultado insatisfactorio los antibidticos mas utilizados son: la clindamicina, el metronidazol y
la azitromicina (tabla L.5).

Tradicionalmente se ha explicado que el tratamiento antibidtico debe mantenerse al
menos 7-10 dias, aunque los sintomas hayan remitido para evitar la aparicion de resistencias
bacterianas. Sin embargo, no existe evidencia cientifica que apoye que el uso de antibidticos
durante un periodo corto favorezca la aparicion de cepas resistentes (Llewelyn et al., 2017;
Martin-Gonzalez & Segura-Egea, 2018). Ademads, se ha demostrado que las terapias de 7 dias
con amoxicilina aumentan la poblacidn de cepas resistentes (Lacey et al., 1983; AAE, 2017).

La mayoria de los clinicos indican una terapia antibiotica de entre 5 a 7 dias de duracion
(tabla 1.5), siendo habitualmente de 3 a 7 dias suficientes para controlar la infeccion.
Actualmente, se recomienda revisar a los pacientes tras 2-3 dias de iniciar la antibioterapia para
determinar si el tratamiento debe suspenderse o continuarse. Tan pronto como los sintomas y
signos se hayan resuelto, la terapia con antibidticos debe suspenderse (AAE, 1999; Spellberg,

2016).
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Prescriptor Autor Pais n Antibidtico 1" eleccion Antibidtico 2" eleccion/ Alergia  Duracion
o Amoxi.-clav. 875/125mg 41% Clindamicina 300 mg 99%
«% % Martin- Amoxicilina 750mg 30% Azitromicina 500mg 1%
"—.; g Jiménez et Espafia 116 Amoxicilina 500mg 14% 7+2 dias
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=
Amoxicilina 1g 4%
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Kandemir & , L o
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Dailey & Reino - L .
- + -
Martin, 2001 Unido Amoxicilina Amoxicilina + Metronidazol
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Mainjot et .1 ica 268 i itromici
al., 2009 g Mac'ro11d(?s'(A21tr(')m101Flaf,
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g . . L L )
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é Amoxicilina 49,4% Clindamicina 54,97%
5 . Amoxi.-clav. 39,1% Eritromicina 19,21% B
=] Alattas & Arabia 195 . o 5 dias 67,5%;
Alyami, 2017  Saudi Metronidazol + espiramicina 7 dias 24,5%
16,56%
Azitromicina 8,61%
Maslamani
& Sedeqi, Kuwait 227 Amoxicilina 500mg Metronidazol 250mg -
2018
Vasudavan Penicilina . ..
etal, 2019 PUY 396 ponicilina/Amonxicilina) Clindamicina il
Kaot . Amoxi.-clav. 61,8% Amoxicilina 46,5%
aptan e ,
al., 2013 Turquia 589 Clindamicina 26,8%
Metronidazol 19,7%
Amoxi.-clav. 875/125mg 42%  Clindamicina 300mg (65%)
Segura-Egea . o o R .. o .
et al. 2010 Espafia 127 Amoxicilina 750mg 18% Azitromicina (15%) 7+1 dias
—_ .y
g Amoxicilina 500mg 9% Metronidazol (13%)
% Amoxi.-clav. 46,6% Clindamicina 17,7%
= .
-5 ;’;;‘SC et al, Croacia 110 Metronidazol 16,6% 7 dias
Amoxicilina 13,5%
Azitromicina 1%
Amoxi.-clav. 875/125mg 26,6% Clindamicina 300mg 63,2%
Rodriguez-  p o Amoxicilina 500mg 20,3% Metronidazol espiramicina 125 m,
Nadiez et al, P 158 en 20,57 p *6,841,8 dias
2009 (AEDE) Amoxicilina 750mg 15,2%
P Amoxi.-clav. 500/125mg 15,2%
k3) Germack et EEUU Amoxicilina 500mg 60,7% Clindamicina 95,43% ,
£ 686 o ) Rl 7 dias
S al., 2017 (AAE) Penicilina V 500mg 30,4% Azitromicina 2,95%
o
= . Amoxicilina 83,1% Clindamicina (33%); 7 dias 67,9%
5| Bolfoni et . . . . ,
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Vasudavan EEUU Penicilina Clindamicina

et al., 2019

(Penicilina>amoxicilina)

Tabla L.5. Estudios sobre prescripcion antibiotica por odontologos (ampliacion tabla Segura-Egea et al.,

2017a)
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La penicilina VK y amoxicilina son antibioticos betalactdmicos, cuyo mecanismo de
accion consiste en inhibir las enzimas (peptidasas y carboxipeptidasas) (Vademecum, 2018)
(conocidas como proteinas de unién a las penicilinas, PBs) involucradas en la sintesis del
peptidoglicano bacteriano (componente estructural de la pared celular bacteriana) produciendo
posteriormente la lisis y muerte celular (AEMPS, 2017a). Tienen actividad bactericida, buena
distribucion y baja toxicidad (Wright, 1999).

La amoxicilina representa una mejora sintética sobre la molécula de penicilina original.
La amoxicilina presenta una mejor absorcion, se puede tomar con alimentos y es resistente al
acido estomacal. Ademas, tiene un espectro mas amplio de efectividad y una vida media mayor,
que permite que se tomen dosis 3 veces al dia, en lugar de 4 veces al dia como ocurre con la
penicilina (Barr et al., 1994; AAE, 2017; Segura-Egea et al., 2017a; Segura-Egea et al., 2018).

Segun la AEMPS la amoxicilina estd indicada en abscesos dentales con celulitis
diseminada en dosis de 250-500 mg cada 8 horas y de 750-1000 mg cada 8 horas en casos de
infecciones graves (AEMPS, 2017a). La pauta de administracion més frecuente descrita en la
bibliografia es de 500-750 mg cada 8 horas (tabla 1.5). También puede ser administrada una
dosis de carga de 1000mg seguida de 500 mg cada 8 horas (Segura-Egea et al., 2017a).

La AAE recomienda el uso de amoxicilina 500 mg como antibioético de primera eleccion
en una dosis de 3 veces al dia durante 3 a 7 dias (AAE, 2017)

Los principales mecanismos de resistencia a la amoxicilina son: la inactivacion por las
beta-lactamasas bacterianas, o la alteracion de las proteinas de union a la penicilina (PBPs) que
reducen la afinidad de la amoxicilina por la diana. Ademas, la impermeabilidad de la bacteria
o los mecanismos de bombas de expulsion pueden causar o contribuir a la resistencia bacteriana,
especialmente en bacterias Gram-negativas (Nikaido, 1998; AAE, 2017; AEMPS, 2017a).

La amoxicilina es sensible a la degradacion por las beta-lactamasas producidas por
bacterias resistentes y por tanto el espectro de actividad de la amoxicilina sola no incluye
microorganismos productores de estas enzimas. El 4cido clavulanico inactiva las enzimas beta-
lactamasas, por ello se puede combinar amoxicilina con &cido clavulanico en aquellos pacientes
con abscesos dentales graves, con celulitis diseminada en los que la amoxicilina, junto al
correcto desbridamiento y drenaje, no esté produciendo una mejoria de los sintomas del
paciente (AAE, 2017; AEMPS, 2017a). La dosis recomendada por la AEMPS es de 500/125
mg 3 veces al dia o 875/125 mg 2 o 3 veces al dia (AEMPS, 2017b, 2017c), mientras que la

dosis mas frecuentemente utilizada descrita en la bibliografia es de 875/125 mg 3 veces al dia
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(tabla1.5). La ADA (American Dental Association) recomienda el uso de amoxicilina con acido
clavulanico 500/125mg, en caso de que el uso de amoxicilina 500mg no esté produciendo una
mejoria de los sintomas del paciente, con una pauta de dosificacion de 3 veces al dia durante 7
dias (Lockhart et al., 2019). La asociacion amoxicilina con 4cido clavuldnico se ha relacionado
con una mayor indidencia de reacciones adversas graves, como la infeccion por Clostridium
difficile, hepatotoxicidad, sindrome de Stevens-Johnson o purpura, por lo que se recomienda
reservar para pacientes inmunocomprometidos y pacientes que no respondan a la amoxicilina
sola tras el correcto tratamiento quirargico (Salvo et al., 2007; Segura-Egea et al., 2017a).

La clindamicina es un antibiotico que pertenece al grupo de las lincosamidas, Su
mecanismo de accion consiste en la inhibicion de las primeras etapas de la sintesis proteica
mediante la unidn a la subunidad 50S del ribosoma de la bacteria (Reusser, 1975). A dosis
normales es fundamentalmente bacteriostatica frente a bacterias anaerobias Gram—positivas y
frente a un gran nimero de bacterias anaerobias, aunque a concentraciones elevadas puede tener
un efecto bactericida. La dosis recomendada por la AEMPS es de 600 a 1.800 mg al dia
divididos en de 2 a 4 dosis iguales en funcidn de la gravedad, del lugar de la infeccion y de la
sensibilidad del microorganismo (AEMPS, 2019). También puede ser administrada mediante
una dosis de carga de 600 mg seguida de 300 mg cada 6 horas (Segura-Egea et al., 2017a) o sin
dosis de carga (Lockhart et al., 2019). La ADA recomienda su uso en pacientes alérgicos a
penicilina (Lockhart et al., 2019).

El metronidazol es un nitroimidazol indicado para el tratamiento de infecciones graves
provocadas por bacterias anaerobias. El metronidazol es reducido por el metabolismo
bacteriano generando una serie de radicales libres que interaccionan con el ADN celular,
produciendo una pérdida de la estructura helicoidal, rotura de la cadena y posteriormente la
inhibicion resultante de la sintesis de dcidos nucléicos y muerte celular (AEMPS, 2016). Si tras
2 o 3 dias de uso la amoxicilina no es efectiva, se recomienda el uso de metronidazol como
medicamento suplementario (Khemaleelakul et al., 2002; Rodriguez-Nufiez et al., 2009;
Lockhart et al., 2019). Puede ser administrado mediante una dosis de carga de 1000 mg seguido
de 500 mg cada 6 horas (Segura-Egea et al., 2017a) o 500 mg cada 8 horas (Lockhart et al.,
2019). Debido a que no es eficaz frente a bacterias aerdbicas y facultativas (Khemaleelakul et
al., 2002; Baumgartner & Xia, 2003) es frecuente su combinacion con espiramicina para tratar
abscesos odontogénicos. La espiramicina es un macrolido que actiia a nivel del ribosoma
bacteriano impidiendo la lectura de ARN mensajero. La combinacion de ambos antibidticos es

potencialmente sinérgica, necesitando hasta 30 veces menos de metronidazol y 10 veces menos
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de espiramicina que cuando se administran por separado. La dosis recomendada es de 3 - 4,5
Millones de Ul de espiramicina y 500 - 750 mg de metronidazol divididas en 2 o 3 tomas al dia
(AEMPS 2017d; Roche & Yoshimori, 1997; Rodriguez-Nuiez et al., 2009).

La azitromicina es un macrdlido efectivo frente bacterias aerobias y anaerobias Gram-
positivas y Gram-negativas (Moore, 1999), cuyo mecanismo de accion se basa en la inhibicion
de la sintesis de proteinas bacterianas, por union a la subunidad 50S ribosémica y por tanto, la
inhibicion de la translocacion de péptidos. La posologia consiste en 500 mg al dia durante 3
dias, aunque también puede administrarse mediante una dosis de carga de 500 mg seguida de
250 mg al dia durante 4 dias (Segura-Egea et al., 2017a; AEMPS 2018, Lockhart et al., 2019).
La ADA recomienda su uso en pacientes alérgicos a penicilina (Lockhart et al., 2019).

El antibidtico de eleccion en el caso de reimplante de dientes permanentes avulsionados
es la tetraciclina, pudiendo utilizar también amoxicilina o penicilina V en menores de 12 afios
para evitar la discoloracion dental. Ademas, estd indicado la aplicacion topica de tetraciclinas
(minociclina o doxiciclina 1mg por cada 20 mL de solucion salina durante 5 minutos) sobre la
raiz de dientes permanentes inmaduros avulsionados (Andersson et al.,2017).

La prescripcion antibidtica se realiza habitualmente de forma empirica. Ocasionalmente,
a pesar del desbridamiento local adecuado y la cobertura antibidtica, el tratamiento es ineficaz
y el estado del paciente empeora. El paciente puede presentar microorganismos virulentos o
resistentes al antibiotico prescrito. En estos casos, las pruebas de sensibilidad pueden ayudar al

profesional a seleccionar el antibidtico 6ptimo (AAE, 2017).

8.1. Estudios de sensibilidad frente a antimicrobianos

Las pruebas de sensibilidad antimicrobianas son una herramienta in vitro para ayudar a
los clinicos a controlar los procesos infecciosos desarrollados en los pacientes. Mediante estos
ensayos se puede realizar una prediccion in vitro de la respuesta de los microorganismos
causantes de enfermedad frente a un determinado antibiotico (Herrera, 1999). Las pruebas de
sensibilidad mas extendidas son: la prueba de difusion en agar, la técnica Epsilon test (Etest) y
las pruebas de microdilucién (figura I.11).

En la técnica de difusion en agar se lleva el indculo bacteriano a una concentracion
(turbidez) igual a la del estandar 0,5 de McFarlane. Posteriormente se siembra en una placa agar
para conseguir un “tapiz” uniforme y se colocan los discos que contienen el antibidtico en la
periferia de la placa a una distancia equidistante entre si. Tras una incubacion de 18-24 horas

se mide el halo de inhibicién de cada disco interpretando, en funcion de las tablas adecuadas
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para cada microorganismo, si el microrganismo es sensible, intermedio o resistente a ese
antibiotico (Herrera, 1999; Prats, 2006; Spicer, 2009; Lang et al., 2016).

Llevando a cabo el mismo procedimiento, en lugar de utilizar discos con antibidtico se
puede colocar la tira Etest. Esta tira contiene una concentracion decreciente de un determinado
antibiotico. Tras una incubacion de 18 horas se observara una inhibicion elipsoidal y simétrica,
el punto en que el extremo de la zona de inhibicion intersecciona con la tira es el valor de la
CIM (concentracion minima inhibitoria) (Herrera, 1999; Khemaleelakul et al., 2002;
Baumgartner et al., 2003; Prats, 2006; Spicer, 2009).

Para llevar a cabo la prueba de microdilucion se prepara el indculo de la misma forma
mencionada anteriormente. En este caso se coloca 100uL de indculo en los pocillos deseados
en una placa de 96 pocillos. Cada pocillo contiene antibiotico a diferentes concentraciones. Tras
18 horas de incubacién la CMI sera la concentracion del ultimo pocillo donde no hay
crecimiento (Herrera, 1999; Prats, 2006; Spicer, 2009). El grado de crecimiento puede ser
cuantificado mediante un espectofotdmetro midiendo el grado de turbidez, que provocan las
bacterias en forma planctonica, siendo directamente proporcional al crecimiento bacteriano

(Bresco-Salinas et al., 2006; Slaton et al., 2017).

=5
-
o
=&
=
-
%
)
28
=
&
=
.
=
=

D6y I IRE Wi 9y

L LETLE )OS /G

4]

%
’k@ A

"(40 0
(€

‘).

Figura [.11. Representacion grafica de diferentes tipos de antibiograma. A) técnica de difusion en placa
de agar, en la que se observa diferentes halos de inhibicion alrededor de los discos con diferentes
antibioticos y concentraciones. B) antibiograma por Etest en el que se observa una elipse de inhibicion
(Cercenado & Saavedra-Lozano, 2009). C) test de microdilucion en el que se compara la accion
antifiingica de tres péptidos diferentes (péptido n° 1 en las columnas 1-3, péptido n° 2 en las columnas
4-6, péptido n° 3 en las columnas 7-9) a diferentes concentraciones (disminucion progresiva de la
concentracion desde la fila A hasta la fila H) (de-Souza-Silva et al., 2018).
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En la literatura es frecuente el uso de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana
mencionadas anteriormente. Khemaleelakul et al. (2002) y Baumgartner & Xia, (2003)
determinaron la susceptibilidad antibidtica de bacterias aisladas procedentes de la aspiracion de
abscesos endodonticos mediante la prueba Etest. De esta forma obtuvieron la MIC de la
penicilina V, amoxicilina, amoxicilina y acido clavulanico, clindamicina, metronidazol y
claritromicina de las especies aisladas.

Bresco et al. (2006) y Slaton et al. (2017) determinaron la susceptibilidad antibidtica
mediante pruebas de turbidez. Para llevar a cabo la prueba de sensibilidad Bresco et al. (2006)
aislaron las bacterias obtenidas de pericoronaritis de terceros molares y lesiones periapicales
mientras que, Slaton et al. (2017) llevaron a cabo el estudio aplicando a todas las bacterias en
conjunto, obtenidas de abscesos endoddnticos, los diferentes antibioticos.

Estas pruebas de sensibilidad antimicrobiana tienen la ventaja de ser facilmente
estandarizables. En cambio, no son representativas de la realidad debido a que las bacterias en
el interior de los conductos se encuentran agrupadas formando biofilm y este tipo de pruebas in
vitro no permiten el desarrollo de una biopelicula. Ademas, se debe utilizar la concentracion
antibidtica que llegue al interior de los conductos tras una dosificacion por via oral, pudiendo

tomar como referencia la concentracion antibidtica en plasma.
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Justificacion

JUSTIFICACION DE LA PRESENTE TESIS

Es de vital importancia conocer la etiologia y patogénesis de una enfermedad para
desarrollar las formas mas efectivas de prevencion y tratamiento. Por ello, conocer y
comprender la microbiologia endodontica, especificamente la biologia de las biopeliculas, que
se forman en el interior de los conductos radiculares, es esencial para comprender el potencial
patogénico de la microbiota del conducto radicular y el desarrollo de tratamientos efectivos y
eficientes (Siqueira y Rogas, 2009; Jhajharia et al., 2015; Neelakantan, 2018).

Ademas, tal como se ha descrito en esta introduccion, una mejora de los métodos para
evaluar la susceptibilidad a los antibioticos es fundamental para lograr una mayor efectividad,
individualizar los tratamientos y disminuir la formacién de cepas resistentes (Mira et al., 2019).
En este sentido, la tendencia actual en odontologia es hacia la individualizacién de las
estrategias diagndsticas, preventivas y terapéuticas (Bartold, 2017). Por ello, la presente tesis
pretende desarrollar y testar un sistema de cuantificacion del biofilm endodontico que suponga
un modelo representativo de este tipo de infecciones y que permita la evaluacion de la
susceptibilidad a los distintos tratamientos antibidticos, con la intencion de mejorar los
actualmente disponibles. Para ello hemos utilizado un modelo de microcosmos que nos permita
testar la susceptibilidad antibiotica del biofilm de forma rapida y fiable, ademas de poder
evaluar y cuantificar la dindmica de crecimiento de la biopelicula. Ademas, a la hora de
determinar la composicion bacteriana de las muestras, hemos optado por técnicas de
secuenciacion masiva del ADN que permitan la deteccion de todos los integrantes de las

biopeliculas.
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Objetivos

OBJETIVOS

1. Desarrollar y testar el sistema RTCA xCelligence® de medida de impedancia
como modelo in vitro para medir el crecimiento de biofilms endodonticos a
partir de muestras del interior de los conductos radiculares y analizar en tiempo
real la dinamica de formacion de biofilm de origen endodéntico.

2. Determinar la composicion bacteriana del interior de los conductos radiculares
en pacientes con necrosis pulpar que no habian tomado tratamiento antibidtico
en el tltimo mes previo a la toma de la muestra.

3. Identificar la composicion bacteriana del interior de los conductos radiculares en
pacientes con necrosis pulpar que habian tomado tratamiento antibiotico en el
ultimo mes previo a la toma de la muestra.

4. Evaluar in vitro el efecto de amoxicilina - &c. clavulanico, metronidazol y
azitromicina sobre la dinamica de formacion de biofilm y su composicion en
dientes necroticos de pacientes que no habian tomado tratamiento antibidtico en
el ultimo mes previo a la toma de la muestra.

5. Relacionar parametros clinicos con la respuesta de crecimiento microbiano a los

antibioticos testados.
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METODOLOGIA

1. SELECCION DEL DONANTE

Tras la aprobacion por parte del Comité Etico de Investigacién en Humanos, con el
numero de registro H1484736767061 (anexo 1) se procedio a la recogida de muestra del interior
de los conductos. Los pacientes incluidos en el estudio acudieron a la Clinica Odontoldgica de
la Fundaci6 Lluis Alcanyis de la Universitat de Valéncia y fueron derivados al Postgrado en
Endodoncia.

Los criterios de inclusion fueron:

— Mayores de 18 afios.

— Presentar uno o mas dientes que respondieran de forma negativa a los test de
sensibilidad mediante frio (la vitalidad negativa fue confirmada mediante
ausencia de sangrado tras la realizacion de la apertura).

— No haber tomado antibidtico en el Gltimo mes.

— Sondaje periodontal <4 mm.

— Ausencia de fractura corono-radicular.

— Que no existiera comunicacion entre el medio bucal y la camara pulpar.

De forma secundaria, se tomd muestra del interior de los conductos radiculares de
pacientes que cumplian todos los criterios de inclusion mencionados, excepto que si habian
recibido tratamiento antibiotico en el ultimo mes.

En la figura M.1, se ilustra una imagen clinica y radiografica de un paciente tipo, aunque

la presencia de area periapical no constituia un criterio de inclusion.

51



Metodologia

A)

Figura M.1. Imagenes representativas de la seleccion del donante: A) Paciente que en el 1.2 responde
de forma negativa a los test de sensibilidad al frio, no existe comunicacion entre el medio bucal y la
camara pulpar, la profundad del surco gingival es <4 mm y no se observa fractura corono-radicular.
Ademas, no ha sido tratado con antibidtico en el ultimo mes. B) Paciente que presenta area radiolucida
apical enel 1.2.

Los datos clinicos que se recopilaron fueron:
— Edad y sexo del paciente.
— Enfermedades o antecedentes de interés.
— Numero de diente.
— Antecedente de traumatismo.
— Presencia de caries y obturacion filtrada.
— Respuesta a la percusion y palpacion.
— Movilidad y sondaje del diente.
— Dolor.
—  Area radioltcida.
— Prueba de vitalidad mediante test de sensibilidad al frio.

— Sangrado o supuracion tras la apertura.
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2. OBTENCION DE LA MUESTRA

La recogida de muestra se llevé a cabo con dique de goma. Se desinfect6 el diente con
clorhexidina al 2% y se comenz6 la apertura con fresa de diamante estéril. Se utilizo otra fresa
estéril para entrar en la cdmara pulpar con irrigacion con suero salino estéril. La recogida de
muestra del interior de los conductos se llevé a cabo mediante limas k del 08, 10 y 15 junto con
6 puntas de papel y suero salino estéril. Las limas y puntas de papel fueron colocadas en un
tubo Eppendorf con PBS (tampon fosfato salino). Las muestras fueron transportadas al

laboratorio en frio (4-10°C) (figura M.2).

Figura M.2. Fotografia representativa del proceso de toma de muestra, con aislamiento con dique de
goma, llevada a cabo mediante limas k del 08, 10 y 15 junto con puntas de papel y suero salino estéril.

3. PREPARACION DEL MEDIO

Se prepararon diferentes medios de cultivo para el presente ensayo. El medio de cultivo
(Med) estuvo compuesto de BHI (Brain Heart Infusion) suplementado con hemina menadiona
(HM) a una concentracion de SpuL/mL y con vitamina K (VitK) a una concentracion de
10uL/mL (Llena et al., 2019). Ademas, se prepararon diferentes medios con antibidtico
afiadiendo al medio (Med) amoxicilina — 4c. clavulanico (MedA) a una concentracion de
8ug/mL, metronidazol (MedMtr) a una concentracion de 16pug/mL o azitromicina (MedAztr) a
una concentracion de 0,4 pg/mL. La concentracion de antibidtico fue determinada en funcion
de la concentracion sérica maxima alcanzada para cada uno de ellos en caso de ingerir por via

oral 875/125 mg de amoxicilina — &c. clavulanico, 500 mg de metronidazol y 500 mg de

azitromicina (Zhang et al., 2013; AEMPS, 2019b; Vademecum, 2006).
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4. PROCESADO DE LA MUESTRA

Entre la obtencion de la muestra y el procesado de ésta transcurrieron menos de 3 horas.
La muestra fue mezclada en vortex durante 20 segundos y centrifugada durante 2 minutos a
6000 rpm. A continuacion, se eliminaron las puntas de papel, las limas y el sobrenadante. El
pellet obtenido fue resuspendido en 820 uL de Med obteniendo la suspension celular (figura

M.3).

A)

Figura M.3. Conjunto de imagenes representativas del procesado de la muestra. A) Imagen del vortex
utilizado durante 20 segundos para disgregar la muestra recogida de las limas y puntas de papel
utilizadas. B) Centrifugadora con la que se consigue separar el “pellet” del sobrenadante, tras centrifugar
durante 2 minutos a 6000 rpm el tubo Eppendorf que contiene la muestra. C) Esquema de los
componentes del tubo Eppendorf tras centrifugar. Se observa el “pellet”, en el fondo del tubo Eppendorf,
separado del sobrenadante, limas y puntas de papel.
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5. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO Y PUESTA A PUNTO DEL SISTEMA

RTCA XCELLIGENCE® PARA MUESTRAS DE ORIGEN ENDODONTICO

5.1. Determinacion de la cantidad minima de muestra necesaria

De cada “pellet” se llevo a cabo una dilucién seriada para determinar el nimero maximo
de pocillos donde poder crecer la muestra, y asi establecer el nimero de antibidticos posibles
que se podian testar. Se establecié como concentracion 1 la dilucion del “pellet” de la muestra
en 400uL. Se llevo a cabo el andlisis del biofilm en el sistema RTCA (Real-Time Cell Analyzer)
xCELLigence® utilizando concentraciones de suspension celular correspondiente a: 1/1, 1/2,
1/4, 1/8, 1/16, 1/32. Tras la observacion de las diferentes curvas de crecimiento se determind
como concentracion Optima 1/2, por lo que el “pellet” de cada una de las muestras se
resuspendié en 820 pL (80uL para cada uno de los 8 pocillos de la placa de microtitulacion
96X E-plate (ACEA Biosciences®) y 180 uL para su secuenciacion sin manipular). La grafica

M.1 muestra las curvas de crecimiento de las diferentes diluciones seriadas.

Diluciones seriadas
0,6

0,5
0,4

0,3

0,2

0,1

0 3 5 8 11 14 17 20 22
Tiempo (horas)

Cantidad de biofilm (indice Celular)

—]/] e—]/2 1/4 1/8 /16 1/32 e Control

Grafica M.1. Valores de impedancia equivalentes a la formacion de biofilm de las diferentes diluciones
de la muestra procedente de un mismo paciente. Concentracion 1/1 = muestra sin diluir; concentracion
1/2 = muestra diluida a la mitad; concentracion 1/4 = muestra diluida a una cuarta parte; 1/8 = muestra
diluida a una octava parte; 1/16 = muestra diluida a una dieciseisava parte; 1/32 = muestra diluida a una
treintaidosava parte.
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5.2. Analisis del biofilm en tiempo real. Determinacion de la curva de crecimiento.

El andlisis de biofilm en tiempo real se llevd a cabo con el sistema RTCA
xCELLigence® siguiendo las instrucciones del fabricante (Atienza et al., 2005). Se llevo a cabo
una medida de impedancia de referencia colocando 100 pL de cada uno de los diferentes medios
preparados (Med, MedA, MedMtr, MedAztr) en los pocillos de la placa de microtitulacién 96X
E-plate (ACEA Biosciences®) (figura M.4) siguiendo el protocolo estindar (Ferrer et al.,
2017a). El pocillo con Med y suspension celular, sin ningtin antibidtico, constituye el control

positivo.

Figura M.4. Placa de microtitulacion 96X E-plate (ACEA Biosciences®) en la que se coloca 80 uL de
suspension celular en cada pocillo. La suspension celular es obtenida tras eliminar el sobrenadante y
afiadir al “pellet” 820 puL de Med.

A continuacion, se anadieron 80 puL de la suspension celular, obtenida del donante, junto
con 20uL de Med en la placa de microtitulacion 96X E-plate. Cada muestra se llevo a cabo por
duplicado, en un total de 8 pocillos. También se incluyeron controles negativos de Med, MedA,
MedMtr y MedAztr, a fin de obtener valores de Indice Celular para cada uno de los medios de
cultivo, ya que determinados antibidticos pueden afectar a la conductividad. Para generar
condiciones de crecimiento anaerdbicas se colocé 50 pL de aceite mineral estéril (Sigma
MS8410) sobre cada pocillo (figura M.5). Posteriormente, la placa E-plate fue colocada en el
sistema RTCA xCELLigence®, incubado a 37° C, el cual tom6 mediciones de impedancia cada
10 min durante 8 o 16 horas. Se utilizaron 12 muestras para establecer el pico méximo (fase
estacionaria) de crecimiento de biofilm en las condiciones actuales, siendo analizadas hasta las
16 horas de crecimiento. Se establecié como momento maximo de crecimiento las 8 horas, por

lo que el resto de las muestras (36) fueron analizadas hasta ese momento. Tras las 8 horas el
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biofilm resultante fue secuenciado, no teniendo en cuenta la composicién bacteriana tras 16
horas de procesado en el RTCA xCELLigence® debido a que el biofilm se encuentra en fase de
declive (Grafica M.2).

La impedancia del sensor celular se expresa como una unidad arbitraria llamada Indice
Celular (CI. Cell Index), la cual representa una medida de la masa total de la biopelicula (Ferrer
et al., 2017b). El CI en cada punto de tiempo tomado a una frecuencia de 10 kHz se define
como (Zn -Zb) / F, donde Zn es la impedancia del electrodo celular del pocillo cuando contiene
células. Zb es la impedancia preliminar solo con medios de crecimiento, y F estéd relacionado

con 10Q.

Control positivo

~"Medi
Muestra

Aceite minera i
Medio

" Medi
Muestra

Muestra

Muestra

N o x2
Medio Medio amox§c1'11na —4c. Medio metronidazol Medio azitromicina
clavulanico e
Medio amoxicilina —&c. | | predio metronidazol Medio azitromicina Control
clavulanico negativo

Figura M.5. Esquema de los pocillos de la placa E-plate, desde una vista coronal, y los diferentes
componentes en cada uno de ellos.

Una vez obtenidos los valores de impedancia de cada uno de los pocillos se hizo la
media de las réplicas. Cada medio de cultivo (Med, MedA, MedMtr, MedAztr) por si mismo
genera un valor de CI especifico para cada uno de ellos. Para eliminar la influencia de cada uno
de los medios de cultivo sobre el CI del biofilm formado, se rest6 a cada media de las réplicas

con muestra el valor de CI de su medio correspondiente (grafica M.2).
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Grafica M.2. Efecto de distintos antibidticos sobre la formacion del biofilm de una muestra del interior
del conducto radicular in vitro. Las curvas muestran los valores de Indice Celular de las muestras (MS5)
y sus respectivos medios de cultivo (Med) utilizados como control negativo. M5Med 1 = Muestra del
paciente n° 5 con Med (BHI + HM + VitK) réplica 1. M5Med_2 = Muestra del paciente n° 5 con Med
(BHI + HM + VitK) réplica 2. M5Med - Med5 = Muestra del paciente n° 5 con Med (BHI + HM + VitK)
haciendo media de las réplicas tras restar los valores de impedancia de Med. La linea negra corresponde
al control positivo.

De los 820 uL de suspension celular, se utilizaron 640 pL en el sistema RTCA
xCELLigence®, los 180 uL restantes de indculo se almacenaron a -20°C para su posterior

secuenciacion.
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6. REMOCION DEL BIOFILM DE LA PLACA DE MICROTITULACION Y EXTRACCION DEL ADN

Una vez cumplido el tiempo de estudio (8 horas), se recogio la biopelicula adherida a la
superficie inferior del pocillo. Tras extraer la placa de la incubadora se retir6 100uL del
sobrenadante. A continuacion, se llevo a cabo un lavado sobre la superficie del fondo del pocillo
con los 100 pL restantes. Posteriormente, se realiz6 un ultimo lavado con 100uL de agua estéril
hasta que se logr6 la dispersion del material adherido. El material obtenido de cada una de las
réplicas se guard6 en el mismo tubo Eppendorf. La biopelicula desagregada se almacen6 a -
20°C hasta su procesado.

El ADN se extrajo con el instrumento MagnaPure LC JE379 y el Kit de aislamiento de
ADN MagnaPure LC (Roche®) siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas
modificaciones. En concreto, a la muestra almacenada se le anadio 100uL de PBS, fue
introducida en una cuba de ultrasonidos durante 45 segundos y sometida a un spin durante 10
segundos. A continuacion, se afiadié 130uL de lysis buffer y 10uL de un cocktail de enzymas
(2,5uL de lisozima, 2,5uL. mutanolisina, 2,5uL de lisostafina y 2,5uL. de H>O miliQ) por
muestra. Posteriormente, se mantuvo la muestra en ligera agitacion (300 rpm) 1 horas a 37°C.
En el siguiente paso, se afadieron 20uL de proteinasa K y fue incubado 15 minutos a 65°.
Finalmente, se incubd 10 minutos a 95°, se llevo a cabo un spin de 10 segundos y se transfirio

la muestra a la placa correspondiente y se introdujo en el Magnapure LC para finalizar la

extraccion del ADN (Dzidic et al., 2018; Mira et al., 2019) (figura M.6).

Figura M.6. Magnapure LC JE379 utilizado para la extraccion del ADN del biofilm obtenido tras la
incubacion de la placa E-plate. Antes del procesado con el robot, las muestras fueron incubadas con un
cocktail de enzimas para aumentar la lisis quimica.
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7. AMPLIFICACION DEL GEN 16S ARN RIBOSOMAL Y SECUENCIACION

Se realizd una biblioteca de amplicones de Illumina siguiendo el protocolo de Illumina
de preparacion de la biblioteca de secuenciacion metagendmica del gen 16S ARNr (Parte
#15044223 Rev.A). Las secuencias de cebador especificas del gen utilizadas en este protocolo
se dirigen a las regiones V3 y V4 del gen 16S ARNTr, lo que resulta en un Gnico amplicon de
aproximadamente 460 pares de bases (pb) (Dzidic et al., 2018; Mira et al., 2019). Se utilizaron
secuencias de adaptador Illumina junto con las secuencias de cebadores para compatibilidad
con el indice Illumina y los adaptadores de secuenciacion. Después de la amplificacion del gen
16S ARNTr, el ADN fue secuenciado en un secuenciador MiSeq de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (Illumina) usando el protocolo de extremo pareado de 2 x 300 pb (Mira et al.,
2019).

Solo se usaron lecturas superpuestas (es decir que se solaparan) para el analisis. La
evaluacion de la calidad se las secuencias se llevo a cabo utilizando el programa PRINSEQ
(Schmieder & Edwards, 2011; Mira et al., 2019). No se consideraron secuencias de <350
nucleodtidos de longitud. El corte del final de las lecturas, que es la més sujeta a errores de
secuenciacion, se realizo cortando nucleotidos con una calidad media <30 en ventanas de 20
pb. Las regiones quiméricas en el gen16S rRNA, que corresponden a artefactos de la PCR, se
filtraron utilizando el programa USEARCH (Edgar, 2016; Mira et al., 2019). Las secuencias
obtenidas fueron clasificadas taxonémicamente por el clasificador RDP (Wang et al., 2007,
Mira et al., 2019) donde las lecturas fueron asignadas a nivel de género. Las secuencias también
fueron asignadas a nivel de especie pero hay que tener en cuenta que las secuencias del gen 16S
en la region amplificada son muy similares entre distintas especies de determinados géneros
(por ejemplo los Streptococcus) y por tanto esta asignacion a un menor nivel taxondémico son
menos fiables y sujetas a error, mientras que la asignacion a nivel de género es muy robusta

(ver, por ejemplo, Claesson et al., 2010).
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8. Analisis descriptivo

Para calcular la composicion bacteriana general del interior de los conductos de las
muestras recogidas se secuenciaron los indculos (180 pL de la suspension celular sin colocar
en el sistema RTCA xCElligence®) y se calculd la abundancia media de los phyla y géneros.
Ademas, se compararon los valores medios de proporcion de los distintos grupos taxondémicos,
a nivel de phyla y de género, obtenidos en el indculo y en el control positivo (Med). De esta
forma se puede valorar la posible alteracion de la composicion por el efecto de las condiciones
de cultivo in vitro en el sistema RTCA xCElligence®,

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion o estimulacion de formacion de biofilm, en
comparacion con el control positivo (muestra de biofilm recogida de los pocillos de la placa de
microtitulacion del sistema RTCA xCElligence® en ausencia de antibiotico), en el sistema in
vitro RTCA xCElligence®. Se considerd que un antibidtico no produce efecto cuando la
inhibicion o estimulacion es menor al 10%. En base a estos datos se clasificaron las muestras
en 4 patrones de crecimiento diferentes. A continuacion, se agrup6 las abundancias medias de
los géneros segun el patrén de crecimiento.

También se analizé la composicion bacteriana en funcion del efecto del antibidtico
aplicado. Se calculd la proporcion media de los géneros bacterianos agrupando las muestras en
funcion de si la amoxicilina — 4c. clavulanico, el metronidazol y la azitromicina provocaron
inhibicion, estimulacion o no influyeron en la formacion de biofilm en el sistema RTCA
xCElligence®.

Ademas, se comparo6 la composicion bacteriana y el efecto de los antibidticos sobre la
formacion de biofilm de pacientes de los cuales se obtuvo muestra de dos dientes diferentes.

Finalmente, se secuencidé la composicion bacteriana del interior de los conductos

necroticos de 4 pacientes que habian tomado antibidtico en el Gltimo mes.
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9. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo el andlisis canonico de correspondencia y la prueba ADONIS para comparar
la composicion bacteriana de las diferentes muestras y el efecto de los antibidticos testados
sobre el biofilm de origen endodontico obtenido en el sistema RTCA xCElligence®. Ademas,
se contrasto la composicion bacteriana de pacientes que no habian tomado antibiotico previo a
la toma de muestra, con respecto a pacientes que si habian tomado antibiotico.

También se llevo a cabo el test de Wilcoxon para comparar la proporcion media de los
géneros mas abundantes en el indculo, en el control positivo y tras la aplicacion de amoxicilina
- ac. clavulanico, metronidazol o azitromicina. Los analisis de CCA y Wilcoxon se realizaron
con R, usando los paquetes Vegan (Oksanen et al., 2015) y ade4 (Drav et al., 2015). Ademas,
se realizo la prueba del chi cuadrado para estudiar la relacion entre los diferentes aspectos
clinicos y el crecimiento de biofilm tras la aplicacion de los diferentes antibidticos. También,
se utilizo el test de U de Mann-Whitney para comparar los datos clinicos de los pacientes con

la proporcion de los géneros mas abundantes.
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RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES SELECCIONADOS

El tamafio muestral inicial fue de 48 muestras, obtenidas a partir de 48 dientes diferentes
pertenecientes a 42 pacientes que no habian tomado antibidtico en el Gltimo mes. Hubo 6
pacientes de los cuales se obtuvo muestra de dos dientes diferentes. En un 14,6% de las muestras
obtenidas (7/48) no se obtuvo suficiente cantidad de muestra para formar biofilm. Asimismo,
se descartd una muestra por contaminacion por Bacillus. Por lo tanto, el tamafio muestral final
fue de 40, siendo el 42,5% de las muestras procedentes de hombres y el 57,5% de mujeres. La
edad de los pacientes oscilo entre 18 y 81 afos con una edad media de 44,6 = 17,1 afios. En la
tabla R.1.1 se resumen los datos clinicos.

De entre las 40 muestras obtenidas, fueron secuenciadas 28 mediante el sistema
Illumina, las muestras secuenciadas fueron obtenidas a partir de 23 pacientes diferentes. La
edad de los pacientes oscilo entre 20 y 81 afios con una edad media de 47,2 anos = 18,5. E1 43%
fueron hombres y el 57% mujeres. En la tabla R.1.2 se resumen los datos clinicos. De las 31
muestras incluidas procesadas a 8 horas en el RTCA xCELLigence® se secuenciaron 25. Para
maximizar las posibilidades de relacionar la composicion bacteriana con el resultado del
antibiotico, se seleccionaron las muestras de aquellos biofilms donde el efecto antibidtico
hubiera sido mas acusado, descartando 6 muestras por tener una inhibicién o induccion del
biofilm minima. Por cada una de estas 25 muestras se obtuvo la composicion resultante de:

- Indculo: muestra recogida del paciente y almacenada a -20°C para su
secuenciacion.

- Control positivo: biofilm formado en los pocillos del control positivo tras el
RTCA xCELLigence®.

- Amoxicilina — 4c. clavulanico: biofilm formado tras el RTCA xCELLigence® en
los pocillos en los que se aplicé amoxicilina — &c. clavulanico.

- Metronidazol: biofilm formado tras el RTCA xCELLigence® en los pocillos en
los que se aplico metronidazol.

- Azitromicina: biofilm formado tras el RTCA xCELLigence® en los pocillos en
los que se aplico azitromicina.

De las 4 muestras a 8 horas excluidas por la no formacion de biofilm se secuencio el
indculo de 3 de ellas, debido a que estas muestras corresponden a 3 pacientes de los cuales se
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obtuvo muestra de dos dientes diferentes y una de esas muestras fue incluida entre las 25
muestras secuenciadas, de esta forma se posibilita la comparacion de la composicion bacteriana
de dientes diferentes de un mismo paciente. El proceso de seleccion de las muestras procesadas
en el RTCA xCElligence® y secuenciadas se describe en la figura R.1.

El tamafio muestral final de muestras recogidas en pacientes que habian tomado
antibiotico en el ultimo mes fue de 4. El 50 % fueron hombres y el 50% mujeres. La edad de
los pacientes oscild entre 21 y 64 anos, siendo la edad media de 41,7 afios + 13,2 afios. En la

tabla R.1.3 se resumen los datos clinicos.

Area  Antecedente de
n=40 Caries Dolor . K Supuraciéon Percusion
radiolucida traumatismo

No  29(72,5%) 35(87,5%) 13(32,5%)  32(80,0%)  37(92,5%) Negativa31 (77,5%)
Si  11(27,5%) 4(12,5%) 27(67,5%)  8(20,0%)  3(7,5%) Positiva 9 (22,5%)

Incisivos y caninos 22 (55%) Premolares 14 (35%) Molares 4 (10%)
Incisivo  Incisivo Canino Canino Premolar Premolar . Lo
. PN . . . . . . Molar supeior  Molar infeior
superior infeior superior inferior superior inferior
11 (27,5%) 8 (20%) 1(2,5%) 2 (5%) 7(17,5) 7 (17,5%) 2 (5%) 2 (5%)

Tabla R.1.1. Datos clinicos de los pacientes incluidos en el estudio cuyas muestras formaron biofilm en
el sistema in vitro.

Area Antecedente de
n=28 Caries Dolor s, . . Supuracién Percusion
radiolicida traumatismo

No  25(89,3%) 26(92,9%) 7(250%)  22(78,6%)  26(92,9%) Negativa 26 (92,9%)
Si  3(10,7%) 2(7,0%) 21(75,0%)  6(21,4%) 2(7,1%)  Positiva 2 (7,1%)

Incisivos y caninos 17 (60,7%) Premolares 10 (35,7%) Molares 1 (3,6%)
Incisivo  Incisivo Canino Canino Premolar Premolar . Molar
. PN . . . . . . Molar supeior PN
superior  infeior superior inferior superior inferior infeior
9(32,1%) 6 (21,4%) 0 (0%) 2 (7,1%) 4 (14,3) 6 (21,4%) 0 (0%) 1 (3,6%)
Tabla R.1.2. Datos clinicos de los pacientes cuyo inoculo fue secuenciado.
n=4 Caries Dolor {&rc,ea. Anteceder.lte de Supuracién Percusion
radiolicida traumatismo
No 4 (100%) 3 (75%) 0 (0%) 4 (100%) 3(75%) Negativa 3 (75%)
Si 0 (0%) 1 (25%) 4 (100%) 0 (0%) 1 (25%)  Positiva 1 (25%)
Finalizado (dias)
= 22 Canino superior ~ Amoxicilina - 4c. clavulénico 875/125 cada 8 horas 1 semana 2
§ 30 Molar inferior Amoxicilina - ac. clavulanico 875/125 cada 8 horas 1 semana 17
=]
g 33 Incisivo inferior Amoxicilina - 4c. clavulanico 875/125 cada 8 horas 1 semana 7
= 34 Incisivo inferior ~ Clindamicina 600 mg cada 8 horas 5 dias 1

Tabla R.1.3. Datos clinicos de los pacientes que habian tomado antibidtico cuyo indculo fue
secuenciado. Finalizado (dias) = niimero de dias que transcurrieron desde que finalizé la toma de
antibidtico hasta la toma de muestra del interior de los conductos radiculares.
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SELECCION MUESTRA

48 Muestras procesadas en RTCA xCELLigence®

12 Muestras procesadas durante 16 h 36 Muestras procesadas durante 8 h
9 Incluidas 31 Incluidas
- 7 muestras procedentes de 7 pacientes diferentes. - 27 muestras procedentes de 27 pacientes diferentes.
. . / .
- 2 muestras procedentes de 1 mismo paciente. - 4 muestras procedentes de 2 pacientes.
//
3 Excluidas 5 Excluidas
- 3 muestras por no formacion de biofilm. - 4 muestras por no formacion de biofilm.
ya ,~ 1 muestras por contaminacion por Bacillus.

/ /
VA ya

40 Muestras incluidas tras el procesado en el RTCA xCELLigence®

- 16 muestras tras aplicaciéon de A. — AC y Mtr
- 24 muestras tras aplicacion de A. — AC, Mtry Aztr

/
/ //
/
/
L

/ Secuenciacion Illumina
¥ /
31 Incluidasa8 h —— 25 Secuenciadas ———> Obteniendo composicién de:

' - Inéculo (n=25)

' . - 1 positi =2
- 6 muestras tras aplicacion de A. — AC y Mtr Contrq P .Osmvc,) (n_ 3
- 19 fras i licacion de A. — AC. Mir v Azir Amoxicilina — 4c. clav. (n=25)
mue/s ras tras aplicacion de A. — AC, y Az - Metronidazol (n=25)
/ - Azitromicina (n=19)

/
/

[
4 Excluidasa8h —— 3 Secuenciadas —» Obteniendo composicion de:

- Inéculo (n=3)

28 muestras secuenciadas mediante Secuenciacion [llumina

Figura R.1. Desarrollo del proceso de seleccion de las muestras incluidas y excluidas procesadas en el
RTCA xCElligence® y secuenciadas mediante Illumina. A. AC = Amoxicilina — 4cido clavulanico, Mtr
= Metronidazol, Aztr = Azitromicina.
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2. COMPOSICION BACTERIANA DE LOS CONDUCTOS RADICULARES

2.1. Composicion bacteriana general

Tras el andlisis de la composicion microbiana del interior de los conductos radiculares
de un total de 28 dientes necroticos procedentes de 23 pacientes diferentes se han detectado 10
phyla y 86 géneros con una proporcion >1% en alguna de las 28 muestras secuenciadas. Los
phyla se distribuyen en una proporcién media como sigue: Bacteroidetes (33,1%), Firmicutes
(24,8%), Actinobacteria (11,1%), Proteobacteria (11,0%) y Fusobacteria (5,7%) (grafica
R.2.1.1).

Respecto a los géneros con mayor proporcion media en las muestras se encuentran:
Phocaeicola (10,7%), Prevotella (6,4%), Pseudomonas (5,4%), Streptococcus (4,9%) y
Fusobacterium (4,5%) (grafica R.2.1.2).

Si se analiza la prevalencia de los diferentes géneros en las muestras recogidas,
Fusobacterium se halla presente en el 64,3% de las muestras, Prevotella en el 53,6%, Teponema
y Phocaeicola en el 50%, Clostridiales Familia XIII* en el 46,4%, mientras que
Porphyromonas, Fretibacteriumy Campylobacter se encuentran presentes en el 39,3% de los

dientes estudiados. La grafica R.2.1.3 ilustra estos datos.

Phyla

Epsilonbacteraeota; 2,7% Patescibacteria; 0,4%
Euryarchaeota; 0,1%

Tenericutes; 0,04%

Spirochaetes; 3,9%

Synergistetes; 4,6

Fusobacteria; 5,7% Bacteroidetes; 33,1%

Actinobacteria; 11,1%

Firmicutes; 24,8%

Grafica R.2.1.1. Proporcion media de los phyla encontrados en el interior de los 28 sistemas de
conductos radiculares necroticos mediante secuenciacion Illumina.
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Géneros

Pyramidobacter; 3,2% Phocaeicola; 10,7%

Actinomyces; 3,4%

Treponema; 3,8%
Prevotella; 6,4%

Capnocytophaga; 4,4%

. 0,
Fusobacterium; 4,5% Pseudomonas; 5,4%
Streptococcus; 4,9%

Grafica R.2.1.2. Representacion grafica de la proporcion media de los géneros encontrados en el interior
de los 28 sistemas conductos radiculares necroticos mediante secuenciacion [llumina.

Géneros mas frecuentes

Streptococcus I 35,7%
Dialister S 35,7%

Campylobacter I 39 3%

Fretibacterium I 39 3%

72}
g Porphyromonas 39,3%
g Clostridiales Familia XIIT* 46,4%

Phocaeicola nm————mmmn. 50,0%
Treponema I 50,0%
Prevotella s 53,6%

Fusobacterium . 4, 3%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
% de muestras

Grafica R.2.1.3. Representacion grafica de los géneros mas frecuentemente encontrados en el interior
de los 28 sistemas de conductos radiculares necroticos mediante secuenciacion Illumina. Se considera
que el género estd presente cuando se encuentra en una proporcion > al 1%. El asterisco indica que no
se ha podido asignar a nivel de género, por lo que se indica el nivel filogenético anterior.
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Se puede afirmar que las infecciones de origen endoddntico estan causadas por mas de
una bacteria. En las muestras seleccionadas se ha identificado una media de 12 géneros
diferentes (abundancia mayor al 1%) en cada una de ellas: en todas hubo un minimo de 2
géneros y un maximo de 21. La mayoria de las muestras presentaron de 4 a 11 o de 14 a 19
géneros diferentes con una abundancia mayor al 1%. La suma de los 4 géneros mas abundantes
de cada muestra representa de media un 72% de la carga bacteriana total. No se ha identificado
ninguna bacteria presente en todas las muestras, siendo Fusobacterium la mas frecuente con un
64,3%. Cabe destacar la abundancia media de Phocaeicola en un 10,7% y presente en el 50%
de las muestras. Se trata de una bacteria anaerobia estricta aislada por primera vez en un absceso
del cerebro en una mujer de 76 afios tras una intervencion quirdrgica (Al Masalma et al., 2009).
En el presente estudio la infeccion endoddntica se encuentra formada por anaerobios y
anaerobios facultativos, entre los que destacan, por su elevada abundancia y prevalencia:
Phocaeicola, Prevotella, Streptococcus, Fusobacterium'y Treponema (Al Masalma et al., 2009;
Siqueira Jr & Rogas, 2009; Scannapieco et al., 2013; Sakko et al., 2016; Brennan & Garret,
2019).

2.2. Composicion bacteriana intraindividuo

Hubo 6 pacientes de los que se obtuvo muestra de 2 dientes diferentes. Tras la
comparacion de la abundancia bacteriana de estos pacientes (en el caso del paciente n® 1 no se
reservo parte de la muestra para su secuenciacion posterior) se observa que la composicion
bacteriana del interior de los conductos es diente dependiente. En todos los casos, las 2 muestras
del mismo paciente son diferentes en composicion. Sin embargo, se observa que, en todos los
casos menos en el paciente n°5, existe de 1 a 2 géneros que se encuentran en ambas muestras
del mismo paciente de forma predominante. De tal forma que, el paciente nimero 2 presenta
en las dos muestras Alloprevotella y Phocaeicola entre los 4 géneros mas predominantes, el
paciente nimero 3 Neisseria, el paciente nimero 4 Prevotella, y por tltimo, en las 2 muestras

del paciente nimero 6 se detecta Strepfococcus en una alta proporcion (grafica R.2.2.1).
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’ . . .. W Abiotrop hia
Géneros intraindividuo w Actinomyces
W Aggregatibacter
W Alloprevotella
W Anaeroglobus
wm Atopobium
Bacteroidales F082*
Bacteroides
m Bergeyella
m Bulleidia
wm Campylobacter
m Candidatus_Saccharimonas
m Capnocytophaga
m Cardiobacterium
m Clostridiales_BB60
m Clostridiales Familia_ XIIT*
wm Corynebacterium
m Defluviitaleaceae UCG-01 1
m Desulfobulbus
m Desulfovibrio
wmDialister
m Eikenella
m Erysipelotric haceae_UCG-006
mF0058
Filifactor
Flexilinea
Fretibacterium
B Fusobacterium
B Gemella
B Granulicatella
B Howardella
m [zimaplasmatales *
Johnsonella
mJonquetella
Kingella
Lac hnoanaero baculum
Lautropia
m Lentimicrobiaceae*
Lepwtrichia
m Methanobrevibacter
wm Methylovirgula
m Mogibacterium
wm Moryella
m Neisseria
m Olsenella
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mParvimonas
Peptococcus
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Peptostreptococc aceae™®
Peptostreptococc us
B Phocaeicola
Porphyromonas
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B Propionibacterium
B Pseudomonas
Pseudopropionibacterium
B Pseudoramibacter
m Pyramidobacter
w Ralstonia
Rikenellaceae_RCY_gut group
Rothia
mSaccharimonas
mSelenomonas
mShutleworthia
mShickia
mSolobac terium
mSphaerochaeta
mSuphylococcus
37 42 43 44 45 55 56 uSenorophomonas
mStreptococcus
N° de muestra Tannerella
- " A A m Treponema
Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5 Paciente 6 u Veillonella
mOtros (<1%)
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Grafica R.2.2.1. Representacion grafica del % de géneros presentes en el indculo de los pacientes de
los cuales se obtuvo 2 muestras de 2 dientes diferentes. Se muestra en la grafica el nombre los 4 géneros
mas abundantes de cada muestra. Los asteriscos indican que no se ha podido asignar a nivel de género,
por lo que se indica el nivel filogenético anterior.
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2.3. Composicion bacteriana de pacientes tras tratamiento antibiotico

Tras el andlisis de la composicion de los pacientes que han tomado antibidtico en el
ultimo mes, se observa que existe un menor nimero de phyla, con una proporciéon media mayor
al 1%, en comparacion con los pacientes que no han tomado antibidtico, en concreto 5 phyla y
8 phyla respectivamente. Esto se debe a la disminucion de Synergistetes, Spirochaetes y
Epsilonbacteracota en los pacientes tratados con antibiotico. Ademds, se observa una
disminucion de Proteobacterias del 11 al 2% en las muestras con tratamiento antibidtico. Sin
embargo, existe un aumento de Bacteroidetes del 33,1 al 36,6%, de Firmicutes del 24,8% al

35,8% y Actinobacetria del 11,1 al 18,2% (grafica R.2.3.1).

Inéculo Vs Inoculo Antibiotico

m Bacteroidetes m Firmicutes B Actinobacteria Proteobacteria m Fusobacteria
m Synergistetes m Spirochaetes m Epsilonbacteracota m Patescibacteria m Euryarchaeota
Inoculo 36,6% 35,8% 18,2%
Antibidtico A S0 0 P70

Inéculo 33,1% 24,8% 11,1% 3% 4% 30/

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
% de phyla

Grafica R.2.3.1. Representacion grafica de la proporcion media de los phyla encontrados en el inoculo
de pacientes que no han tomado antibiotico en el tltimo mes y los obtenidos a partir del inoculo de
pacientes que si han tomado antibidtico (n=4).

Existe una gran variabilidad, en cuanto a géneros, entre las 4 muestras de pacientes que
han tomado antibidtico en el ultimo mes. El Gnico género que se encuentra en mas de una
muestra de manera predominante es Afopobium. Los géneros mas predominantes son:

Streptococcus, Prevotella, Phocaeicola, Atopobium y Oribacterium (grafica R.2.3.2).
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Composicion de pacientes que han tomado antibiotico
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Grafica R.2.3.2. Representacion grafica de las abundancias de los géneros presentes en las muestras

obtenidas de pacientes que han tomado antibidtico en el ultimo mes. A. — AC. = Amoxicilina — ac.
clavulanico.

71



Resultados

Se ha llevado a cabo un andlisis canénico de correspondencia (CCA) de los 28 indculos
de pacientes que no habian tomado antibidtico para comparar su composicion bacteriana con la
de los 4 in6culos de pacientes que si habian tomado antibidtico antes de la recogida de muestra.

La grafica R.2.3.3 representa los resultados del CCA, el cual sugiere que las 4 muestras
procedentes de pacientes que han tomado antibidtico son mas parecidas entre si,
diferenciandose de las 28 muestras de pacientes que no han tomado antibiotico previo a la toma
de muestra. Sin embargo, esta diferencia no es estadisticamente significativa, ni por el test de
CCA ni por el test de Adonis. Ademas, la muestra nimero 30 con antibidtico presenta una

composicion muy similar a la de otras sin antibidtico previo.

CCA p-value: 0.43 — ADONIS p-value: 0.55
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Grafica R.2.3.3. Representacion grafica del CCA en funcion de si la muestra recogida procede de un
paciente que habia tomado antibidtico en el ultimo mes (4 muestras) o no (28 muestras). Cada muestra
ocupa una posicion en el espacio en funcion de su composicion bacteriana, ocupando una posicion mas

cercana cuanto mas se parecen y mas alejada cuanto mas se diferencian.
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3. VALIDACION DEL SISTEMA RTCA XCELLIGENCE® PARA MUESTRAS DE ORIGEN

ENDODONTICO

Se ha analizado el efecto basal del sistema RTCA xCElligence® sobre la composicion
del interior de los conductos radiculares. Se han comparado los phyla y géneros que se obtienen
en el in6culo (muestra recogida del paciente y almacenada a -20° C hasta su secuenciacion ) y
en el control positivo (muestra de biofilm recogida de los pocillos de la placa de microtitulacion
del sistema RTCA xCElligence® en ausencia de antibiotico), de un total de 25 muestras (se
secuenciaron 28 muestras en total, pero en 3 de ellas solo se obtuvo la composicion bacteriana
del in6culo, no secuenciando los biofilms resultantes debido a que no hubo crecimiento
suficiente)

Respecto a los phyla tiene lugar un aumento del 45,1% de Firmicutes en el biofilm
control con respecto al indculo. Sin embargo, hay una disminucion de Bacteroidetes del 21,5%.
El resto de phyla se mantienen en valores similares (grafica R.3.1). Se observa el crecimiento
de organismos de dificil cultivo y de anaerobios estrictos, tales como las Espiroquetas (e.g.
Treponema), Porphyromonas o Fusobacterium.

Las abundancias medias de los géneros se mantienen similares entre el indculo y el
control, excepto en el caso de los Streptococcus que aumentan del 5 al 13% en el biofilm control
con respecto al in6culo (grafica R.3.2). Este aumento de los Firmicutes, particularmente
Streptococcus, es un fendomeno habitual en los experimentos de microcosmos, debido a que la
presencia de azlcares en los medios de cultivo suele estimular el crecimiento de estos

organismos fermentativos (Klug et al., 2016).
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Inéculo Vs Control: Phyla

m Bacteroidetes m Firmicutes ® Actinobacteria Proteobacteria m Fusobacteria
m Synergistetes m Spirochaetes m Epsilonbacteracota m Patescibacteria m Euryarchaeota
0 26 00 0 0 o, 3%
Control 26,0% 36,0% 11,7% 4% 5% 20,
/0

Inéculo 33,1% 24.8% 11,1% 6% 5% 4%

I

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
% de phyla

Grafica R.3.1. Representacion grafica de la comparativa de la composicion bacteriana a nivel de phylum
en el in6culo y en el biofilm obtenido a partir del control positivo de 25 muestras diferentes.

Inéculo Vs Control: Géneros
W Phocaeicola m Prevotella B Pseudomonas M Streptococcus B Fusobacterium W Capnocytophaga

m Treponema W Actinomyces B Pyramidobacter m Veillonella m Campylobacter w Porphyromonas

Inéculo ) % 4% 4% 3% 3%

Control

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%
% de géneros

Grafica R.3.2. Representacion grafica de la comparativa de los géneros mas abundantes en el in6culo y
en el biofilm obtenido a partir del control positivo de 25 muestras diferentes. Los datos muestran la
media de cada uno de los géneros mas abundantes.

Mediante el test de Wilcoxon se ha comparado la abundancia media de los 17 géneros
mas abundantes en el indculo (abundancia >2%), con la abundancia de esos géneros en el
control positivo. Se observa que no existe diferencia estadisticamente significativa en el 65%
de los géneros, mostrando que el sistema permite el crecimiento de un biofilm que representa
razonablemente bien la composicion bacteriana del interior de los conductos radiculares. En
cambio, Phocaeicola, Prevotella, Fusobacterium, Treponema y Porphyromonas se detectaron
en mayor cantidad en el inoculo que en el control positivo (p<0,05). La diferencia mas
acentuada se encuentra en Streptococcus, el cual crece en mayor cantidad en el sistema RTCA
xCElligence® (control positivo) que en el sistema de conductos radiculares (indculo) (p<0,05).

Estos resultados se muestran en la grafica R.3.3.
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antibiotico). Los géneros seleccionados tienen una proporcion media mayor al 2% en el indculo. El
asterisco indica que los valores comprendidos por el corchete son estadisticamente significativos

conducto radicular (indculo) y en el control positivo (biofilm crecido ex vivo en medio de cultivo sin
(p<0.05). Las barras muestran las medias v error estandar.

Grafica R.3.3. Proporcion media de los 17 géneros mas abundantes en la muestra del interior del
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Cada muestra tiene de media 12 géneros diferentes con una abundancia mayor al 1% en
el indculo y 10 géneros en el biofilm obtenido del control positivo. Ademas, se observa que, de
media, la suma de los 4 géneros mas abundantes de cada muestra representa un 72% del total
de la muestra en el caso del in6culo y un 77% en el caso del control (grafica R.3.4.). Existe una
gran variabilidad en la diversidad bacteriana entre muestras, se observa un numero de géneros
en las muestras que oscila entre 2 y 21, con una distribucion similar en el indculo y el biofilm
crecido ex vivo en medio de cultivo sin antibidtico (grafica R.3.5). En conjunto, los datos
muestran que la composicion de las muestras recogidas es claramente polimicrobiana y variable
entre muestras, que esta dominada por un nimero limitado de géneros, y que el biofilm crecido
en condiciones in vitro en el sistema xCELLigence® es similar al del indculo utilizado, cuando

éste se crece durante 8 horas.

% medio de muestra representada por los 4 géneros mas abundantes de cada
muestra

Convo! [,

Inoculo |

0% 25% 50% 75% 100%
% de muestra

Grafica R.3.4. Grafica que muestra el porcentaje que de media representa la suma de los 4 géneros mas
abundantes de cada muestra en el inoculo y en el control de 25 muestras del interior de los conductos
radiculares necroticos. Las barras muestran las medias y desviacion estandar.
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Grafica R.3.5. Representacion grafica de la cantidad de muestras (en porcentaje) que tienen el mismo
numero de géneros diferentes con una abundancia mayor al 1%.
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4. EFECTO IN VITRO DE DIFERENTES ANTIBIOTICOS

4.1. Patrones de crecimiento

Tras la obtencion de los valores de impedancia del sistema RTCA xCElligence® se
observan 4 patrones de respuesta del biofilm frente a los diferentes antibidticos:
— Ningtn antibi6tico modifica la curva de crecimiento del biofilm (Tipo I).
— Todos los antibitticos producen induccion en la formacion del biofilm (Tipo II).
— Todos los antibidticos producen inhibicion en la formacion del biofilm (Tipo
II).
— Cada antibiotico tiene un efecto diferente sobre la curva de crecimiento del
biofilm (Tipo IV). Dentro de este patron podemos diferenciar:
- Tipo IVa: uno o dos antibidticos producen inducciéon del biofilm y el
resto no influyen.
- Tipo IVb: uno o dos antibidticos producen inhibicion del biofilm y el
resto no influyen.
- Tipo IVc: uno o dos antibioticos producen induccién del biofilm y uno o
dos antibidticos producen inhibicion del biofilm.

Se considerd que un antibidtico no produce efecto cuando la inhibicion o estimulacion
es menor al 10%. Cada uno de los patrones queda reflejado en la grafica R.4.1.1 y tabla R.4.1.1.

Una de las ventajas del sistema de monitorizacion continua en tiempo real es que el
efecto antibidtico puede cuantificarse a distintos puntos del crecimiento del biofilm. En la tabla
R.4.1.1, puede verse que el porcentaje de inhibiciéon o induccién se mantiene en valores
similares a las 4 y a las 8 horas en todos los patrones de comportamiento del biofilm.

De las 40 muestras incluidas tras el procesado en el RTCA xCElligence®, en 16 se
aplicaron 2 antibidticos (amoxicilina — &c. clavuldnico y metronidazol) y en 24 se aplicaron 3
antibidtico (amoxicilina — &c. clavuldnico, metronidazol y azitromicina).

El patrén de crecimiento de biofilm menos frecuente es el tipo I y el mas frecuente el
tipo IV. Cuando se aplican 3 antibidticos distintos y no tienen el mismo efecto, lo més frecuente
(conun 47% de los casos) es el tipo [Vb (inhibicioén de 1 o 2 antibidticos), seguido del tipo [Vc
con un 41% (induccion de 1 o 2 antibidticos e inhibicion de 1 o 2 antibidticos). Los porcentajes

de frecuencia de los diferentes patrones se muestra en la tabla R.4.1.2.
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Grafica R.4.1.1. Efecto in vitro de distintos antibidticos sobre el biofilm endoddntico procedente de
conductos radiculares necréticos. Se observa las diferentes dindmicas de formacion de biofilm,
obtenidas a partir de valores de impedancia (Cell Index / Indice Celular) generados en el sistema RTCA
xCELLigence®. Las curvas muestran el crecimiento del biofilm en ausencia de antibidtico (control
positivo, curva en negro) o presencia de antibidtico: amoxicilina — ac. clavulanico (amarillo),
metronidazol (azul), azitromicina (verde). Los paneles muestran ejemplos representativos de cada uno
de los 4 patrones encontrados.
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%o Inhibicion - Induccion

4 horas 8 horas
Metronidazo Azitromicina Metronidazo Azitromicina

Tipo 1 Muestra 27 3% -6% -8% 3% -3% -5%
Tipo II Muestra 44 24% 15% 24% 24% 16% 27%
Tipo IIT Muestra 56 -21,4% -13,9% -10,3% -21,9% -10,5% -10,2%

a Muestra 43 22% 29% 9% 20% 21% 8%
Tipo IV b Muestra 46 -8% 31% 8% -34%

¢ Muestra 51 5% 22% -33% 1% 22% -44%

Tabla R.4.1.1. Porcentaje de inhibicion (valores negativos) o de induccion (valores positivos), con
respecto al control (ausencia de antibiotico), de la formacion de biofilm endodontico en presencia de
distintos antibidticos a las 4 y 8 horas de crecimiento in vitro en el sistema RTCA xCELLigence®. El
gradiente de intensidad de color se corresponde con la intensidad de inhibicién e induccion.

RTCA xCElligence con 2 antibiéticos n=16

Tipo I Tipo 11 Tipo 111 Tipo IV
6% (1) 12% (2) 31% (5) 50% (8)
a b c

37,5% (3) 37,5% (3) 25% (2)

RTCA xCElligence con 3 antibioticos n=24

Tipo I Tipo 11 Tipo 111 Tipo IV
8% (2) 13% (3) 8% (2) 71% (17)
a b c

12%(2) 47%(8)  41%(7)

Tabla R.4.1.2. Porcentaje de frecuencia de los diferentes patrones de crecimiento de biofilm tras aplicar
2 (amoxicilina — ac. clavulanico y metronidazol) o 3 antibidticos (amoxicilina — ac. clavulanico,
metronidazol y azitromicina).

Tras la cuantificacion del porcentaje de inhibicion o induccion de la formacion de
biofilm para cada uno de los antibidticos, con respecto al control positivo (ausencia de
antibiotico), se observd una gran variabilidad del efecto para todos los antibidticos. El
metronidazol fue el antibidtico que consigui6 inhibir la formacion de biofilm de forma intensa
(>50%) en el mayor niimero de casos (17%), mientras que la azitromicina fue el antibiotico que
tuvo un efecto leve — moderado (10-50%) de inhibicion en el mayor numero de muestras (48%).
En cuanto a la induccion del biofilm, el metronidazol ha sido el que ha provocado una induccioén
leve (10-25%) en el mayor nimero de casos (24%), seguido por la amoxicilina — 4c. clavulanico
(20%). Respecto a la inducciéon moderada — severa (>25%) no se observa diferencia entre los
diferentes antibioticos (graficas R.4.1.2 y R.4.1.3). Ademas, en la grafica R.4.1.2 se observa
que no existen practicamente diferencias entre los valores de inhibicidn y estimulacion de los

diferentes antibidticos sobre la formacion de biofilm a las 4 y 8 horas.
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Grafica R.4.1.2. Representacion grafica del porcentaje de inhibicion o de induccion de la formacion in
vitro de biofilm endodéntico, con respecto al control sin antibidtico, en presencia de distintos
antibioticos a las 4 y 8 horas de crecimiento.
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Grafica R.4.1.3. Frecuencia de inhibicidon o induccidén de la formacion de biofilm de los distintos

antibioticos testados sobre el biofilm endodontico in vitro a las 8 horas de crecimiento.
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4.2 Composicion bacteriana segin el patron de crecimiento del biofilm

Tras comparar la composicion bacteriana de las 2 muestras que se engloban en el patron
de crecimiento tipo I, se observa que con los 3 antibidticos testados existe una gran variabilidad.
En la muestra 25 hay tres géneros predominantes: Parvimonas, Peptostreptococcus y
Phocaeicola. En este caso, Parvimonas y Peptostreptococcus ven reducida su abundancia tras
la aplicacion de amoxicilina - 4c. clavulanico, metronidazol y azitromicina. El género
Phocaeicola es el Gnico entre los mas abundantes que se encuentra en las dos muestras con
patron de crecimiento tipo I. Sin embargo, tras la aplicacién de los diferentes antibidticos,
Phocaeicola aumenta su proporcion en la muestra 25 mientras que disminuye en la muestra 27.
El género mas abundante de la muestra 27 es Pyramidobacter, su proporcion no varia tras la
aplicaciéon de amoxicilina — 4c. clavuldnico, pero si disminuye tras la aplicacion de
metronidazol y azitromicina. Los géneros de ambas muestras se encuentran representados en la
grafica R.4.2.1.

Tras secuenciar 2 de las 3 muestras con patrén de crecimiento tipo Il se observa que
también existe una gran variabilidad respecto a la abundancia de los géneros encontrados. En
la muestra 39 encontramos como géneros mas abundantes Corynebacterium, Pseudomonas,
Rothia y Streptococcus. A pesar de que, tras la aplicacion de los 3 antibioticos el biofilm
resultante en todos los casos sufrid una induccidon respecto al control, el efecto de estos
antibidticos sobre los géneros mas abundantes es diferente. La amoxicilina - 4c. clavulanico y
la azitromicina provocaron la inhibicidon de Corynebacterium y Streptococcus, mientras que el
metronidazol estimuld el crecimiento de ambos géneros. El género Pseudomonas fue
estimulado por amoxicilina — 4c. clavulanico y azitromicina, mientras que fue inhibido por
metronidazol. Por ultimo, en el caso de Rothia los tres antibioticos inhibieron su crecimiento.
En la muestra 44 se observa que los géneros mas abundantes difieren de los de la muestra 39.
En este caso, los géneros mas abundantes son modificados de forma similar por la accion de
los tres antibioticos. Prevotella y Aggregatibacter mantienen sus proporciones tras la accion de
los antibioticos, mientras que Porphyromonas y Phocaeicola disminuyen su proporcion
(grafica R.4.2.2).

Tras el estudio de las 2 muestras que pertenecen al patron de crecimiento tipo III se
observa una gran variabilidad de abundancias. Sin embargo, ambas muestras presentan de
forma abundante Streptococcus y Capnocytophaga. En el caso del Streptococcus, disminuye
tanto en la muestra 38 como en la 56 tras la aplicacion de los tres antibidticos, mientras que

Capnocytophaga disminuye en la muestra 38 y aumenta su proporcion en la 56 tras la accion
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de los antibidticos. Veillonella y Pseudomonas son los otros géneros mas predominantes de la
muestra 38. El género Veillonella aumenta su abundancia tras el uso de amoxicilina - 4c.
clavulanico y azitromicina, en cambio el metronidazol no influye en su abundancia. En el caso
de las Pseudomonas, son estimuladas por la amoxicilina — &c. clavulanico y el metronidazol,
mientras que la azitromicina no produce cambios en su abundancia. Por ultimo, se observa que
el género més abundante de la muestra 56 es el Capnocytophaga y todos lo antibioticos testados
aumentan su proporcion, aunque con una intensidad variable (grafica R.4.2.3).

Respecto a las muestras con patrén de crecimiento tipo IVa tras la aplicacion de los
antibioticos se observa que ambas muestras presentan como géneros predominantes
Phocaeicola 'y Tannerella. Ademas, en ninguno de los casos tuvieron lugar grandes cambios en
la composicion bacteriana debido a la accion de los antibidticos. Cabe destacar el aumento de
Parvimonas y Pseudoramibacter en la muestra 24 tras la aplicacion de azitromicina (grafica
R.4.2.4).

La mayoria de las muestras analizadas siguieron un patréon de crecimiento tipo IV,
especialmente tipo IVb y IVc. En las graficas R.4.2.5 y R.4.2.6 se muestra la composicion
bacteriana de 3 muestras de ambos tipos. Se observa una alta variabilidad de la composicion
bacteriana entre las 6 muestras y un efecto limitado de los antibidticos sobre la abundancia de
los géneros mas predominantes. Sin embargo, Phocaeicola es el género predominante en las
muestras 32y 46 (tipo IVb). Por ultimo, cabe destacar que la amoxicilina — 4c. clavuldnico y la
azitromicina provocan inhibicion de Streptococcus y estimulacion de Veillonella en la muestra
48 (tipo IVc), no pudiendo atribuir este hecho al comportamiento del biofilm tras la aplicacion
de los antibidticos, puesto que la amoxicilina — &c. clavulanico y el metronidazol indujeron la

formacion de biofilm, mientras que la azitromicina lo inhibio.
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Grafica R.4.2.1. Representacion grafica del porcentaje de géneros presentes en las muestras con patron
de crecimiento tipo I tras la aplicacion de amoxicilina - ac. clavulanico, metronidazol y azitromicina. Se
muestra en la grafica el nombre de los géneros mas abundantes de cada muestra. Ademas, en la esquina
inferior derecha de la grafica se muestra el porcentaje de inhibicion o induccion de biofilm en ambas
muestras por cada uno de los antibioticos. Los asteriscos indican que no se ha podido asignar a nivel de
género, por lo que se indica el nivel filogenético anterior.
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Grafica R.4.2.2. Representacion grafica del porcentaje de géneros presentes en las muestras con patron

de crecimiento tipo II tras la aplicacion de amoxicilina - ac. clavulanico, metronidazol y azitromicina.
Se muestra en la grafica el nombre de los géneros mas abundantes de cada muestra. Ademas, en la

esquina inferior derecha de la grafica se muestra el porcentaje de inhibicion o induccion de biofilm en

ambas muestras por cada uno de los antibidticos. El asterisco indica que no se ha podido asignar a nivel
de género, por lo que se indica el nivel filogenético anterior.
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Grafica R.4.2.3. Representacion grafica del porcentaje de géneros presentes en las muestras con patroén
de crecimiento tipo III tras la aplicacion de amoxicilina - ac. clavuldnico, metronidazol y azitromicina.
Se muestra en la grafica el nombre de los géneros mas abundantes de cada muestra. Ademas, en la
esquina inferior derecha de la grafica se muestra el porcentaje de inhibicion o induccion de biofilm en
ambas muestras por cada uno de los antibioticos.
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Grafica R.4.2.4. Representacion grafica del porcentaje de géneros presentes en las muestras con patroén
de crecimiento tipo [Va tras la aplicacion de amoxicilina - 4c. clavulanico, metronidazol y azitromicina.
Se muestra en la grafica el nombre de los géneros mas abundantes de cada muestra. Ademas, en la
esquina inferior derecha de la grafica se muestra el porcentaje de inhibicion o induccion de biofilm en
ambas muestras por cada uno de los antibioticos.
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Grafica R.4.2.5. Representacion grafica del porcentaje de géneros presentes en tres muestras con patrén
de crecimiento tipo VDb tras la aplicacion de amoxicilina - ac. clavulanico, metronidazol y azitromicina.
Se muestra en la grafica el nombre de los géneros mas abundantes de cada muestra. Ademas, en la
esquina inferior derecha de la grafica se muestra el porcentaje de inhibicion o induccion de biofilm en
las muestras por cada uno de los antibioticos.

88



100% I I I
90% I I I I I
80% I I
70/0 ..‘_": N 4 %
? 4 4
53511
~ oo~
60% i | ‘ ‘
wn
=)
=
=
. =
% 50% | =
o g
= =X X e 8
S ~ <
X s E & =
N ° E N B B
40% 8 & 8 -
& o B
- - Q
=
Phocacicola
30% I I
20%
10%
|| =
E B =
- = (=)
0% Ranil |
O .0 . S
SEELES
\S QQ\‘,‘$Q'§ & \§ QQ\"‘b"Q'
SFSESS @@ S
Y &;@‘@‘ R P
"‘b‘o;\,b qio "‘DQ.Q b‘Q
,&\Q‘b ,&\0
oV oY
& &
(8] Q
byy Q?}Q
) W

15,2%
14,4%
15,6%

Corynebacterium

© Streptococcus; 29.2% 6% HNE.

SR 4% M.

Resultados

B Abiotrophia

m Actinomyces

m Alloprevotella

m Atopobium

m Campylobacter

m Clostridiales Familia XIIT*

m Corynebacterium

m Dialister
Flexilinea
Fretibacterium

B Fusobacterium
Lautropia
Lawsonella

m Lentimicrobiaceae™
Leptotrichia

® Mogibacterium

m Moryella

W Neisseria

m Olsenella

m Oribacterium

Peptostreptococcus
B Phocaeicola
Porphyromonas
m Prevotella
B Pseudomonas
Pseudopropionibacterium
S B Pseudoramibacter
Lag] .
) S ®Ralstonia
@ e
= g Rikenellaceae RC9
g Rothia
E m Selenomonas
m Streptococcus
Tannerella
Veillonella
= 5 m mOtros (<1%)
Y Y
S S S
SIS
SRS
® é?y
PN
% Inhibicion - Induccién (8 horas)
Muestra Metronidazol Azitromicina
36 9,2% 43,9% -16,0%
40 135%  -18,6%
48 41,9% 30,5% -20,5%

Grafica R.4.2.6. Representacion grafica del porcentaje de géneros presentes en tres muestras con patrén

de crecimiento tipo [Vc tras la aplicacion de amoxicilina - 4c. clavulanico, metronidazol y azitromicina.
Se muestra en la grafica el nombre de los géneros mas abundantes de cada muestra. Ademas, en la

esquina inferior derecha de la grafica se muestra el porcentaje de inhibicion o induccion de biofilm en

las muestras por cada uno de los antibi6ticos.

89



Resultados

4.3. Efecto antibiotico sobre la composicion bacteriana

Se ha llevado a cabo un analisis canonico de correspondencia (CCA) de las 19 muestras
de pacientes de las cuales se obtuvo control positivo y biofilm endodéntico tras la aplicacion
de amoxicilina — 4c. clavulanico, metronidazol y azitromicina. Se observa que cada paciente
presenta una composicion bacteriana distinta al resto (p=0,001). Ademas, cada una de las
muestras de un mismo paciente, tras la aplicacion de los diferentes antibidticos, son muy
similares, indicando que, aunque algunas especies puedan variar en sus porcentajes relativos,
los antibidticos testados no influyen en la estructura general de las poblaciones bacterianas
(grafica R.4.3.1). Tras realizar el CCA de las 19 muestras agrupandolas por el antibidtico
aplicado, se demuestra que, de forma general, no existe diferencia estadisticamente significativa
entre la composicion bacteriana de las muestras tratadas con los diferentes antibioticos ni con
el control positivo (grafica R.4.3.2).

Para analizar el efecto de los diferentes antibidticos sobre el biofilm, se compard
mediante el test de Wilcoxon la proporciéon media de los diferentes géneros en el control
positivo y en el biofilm resultante tras la aplicacion de los diferentes antibioticos en el sistema
in vitro RTCA xCElligence®. Se seleccionaron los 17 géneros con una abundancia media en el
indculo mayor al 2%. Tras el analisis de los resultados se observa que la proporcion media en
el control positivo de la mayoria de los géneros seleccionados, no se diferencia de la obtenida
tras la aplicacion de amoxicilina — ac. clavulanico, metronidazol o azitromicina. En cambio, se
ha detectado una mayor cantidad, de forma significativa (p<0,05), de Streptococcus en el
control positivo en comparacion con el biofilm obtenido tras la aplicacion de azitromicina. Por
ultimo, se observa mayor abundancia de Clostridiales Familia XIII (no se puede asignar a nivel
de género) tras la aplicacion de amoxicilina — 4c. clavuldnico o azitromicina en comparacion

con el control positivo (p<0,05). Estos resultados se muestran en la grafica R.4.3.3.
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CCA p-value: 0.001 — ADONIS p-value: 0.0017
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Grafica R.4.3.1. Representacion grafica del andlisis canonico de correspondencia (CCA) en funcion del
origen de la muestra. Ha sido llevado a cabo sobre las 19 muestras de pacientes de las cuales se obtuvo
crecimiento del biofilm endodoéntico en el control positivo y tras la aplicacion de amoxicilina — ac.
clavulanico, metronidazol y azitromicina. Cada muestra ocupa una posicion en el espacio en funcion de
su composicion bacteriana, de forma que las muestras con mayor similitud en su composicion tienden a
agruparse o solaparse.
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CCA p-value: 1 — ADONIS p-value: 1
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Grafica R.4.3.2. Representacion grafica del analisis candnico de correspondencia (CCA), en funcion del
tratamiento aplicado: control positivo, amoxicilina - &c.clavulanico, metronidazol o azitromicina. Este
analisis estadistico ha sido llevado a cabo sobre las 19 muestras de pacientes de las cuales se obtuvo
crecimiento ex vivo de la muestra del interior de los conductos radiculares en el control positivo y tras
la aplicacion de los 3 antibioticos. Cada muestra ocupa una posicion en el espacio en funcion de su
composicion bacteriana, de forma que las muestras con mayor similitud en su composicion tienden a
agruparse o solaparse.
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Grafica R.4.3.3. Proporcion media de 17 géneros en el biofilm obtenido del control positivo y tras la
aplicacion de amoxicilina — ac. clavuldnico, metronidazol o azitromcina. Los géneros seleccionados
tienen una abundancia media mayor al 2% en el indculo. Los valores comprendidos por el corchete y
con asterisco son estadisticamente significativos (p<0,05). Los datos muestran la media y error estandar.
Las graficas se encuentran ordenadas de mayor a menor proporcion media de cada género en el indculo.
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Se ha analizado el efecto de cada uno de los antibioticos sobre la composicion bacteriana
en funciodn de si ese antibiotico ha inhibido, estimulado o no ha tenido efecto sobre la formacion
de biofilm en el sistema in vitro RTCA xCElligence®. En general se observa que las
proporciones de los géneros mas abundantes son similares en el biofilm resultante del control
positivo y el obtenido tras la aplicacion de los diferentes antibidticos, independientemente del
efecto del antibiotico sobre el crecimiento del biofilm. Sin embargo, se muestra que el efecto
de la amoxicilina — 4c. clavuldnico y la azitromicina provoca una disminucion de la abundancia
media de Streptococcus cuando hubo inhibicidn, estimulacion o estos antibidticos no influyeron
en la formacion del biofilm. Ademas, en todos los casos el metronidazol produjo un aumento
de la abundancia media de Streptococcus (grafica R.4.3.4).

Finalmente, Phocaeicola es uno de los géneros mas abundantes y se encuentra
habitualmente entre los 4 géneros mas frecuentes de cada muestra. Sin embargo, su abundancia
media se mantiene estable respecto al control independientemente del antibidtico y del efecto
del mismo sobre la formacion de biofilm. Las variaciones de abundancia media mas acentuadas
tienen lugar cuando el metronidazol inhibe la formacion de biofilm y cuando la azitromicina

estimula la formacion de biofilm, siendo en ambos casos la disminucion de Phocaeicola un

32% (grafica R.4.3.5).
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Grafica R.4.3.4. Los datos muestran la media de las proporciones relativas sobre el total de
Streptococcus, en el control positivo y tras la aplicacion de los 3 antibioticos testados, en funcion de si
el antibidtico produjo inhibicion, estimulacion o no tuvo efecto sobre la formacion del biofilm en el
sistema RTCA xCElligence®. Las barras muestran la media y el error estandar.
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Grafica R.4.3.5. Los datos muestran la media de las proporciones relativas sobre el total de Phocaceicola,
en el control positivo y tras la aplicacion de los 3 antibidticos testados, en funcion de si el antibiodtico
produjo inhibicidn, estimulacién o no tuvo efecto sobre la formacion del biofilm en el sistema RTCA
xCElligence®. Las barras muestran la media y el error estandar.

4.4. Efecto antibiotico intraindividuo sobre la formacion de biofilm

Hubo 6 pacientes de los que se obtuvo muestra de 2 dientes diferentes. En 3 de estos
pacientes hubo una muestra en la que no se consigui6 suficiente cantidad para formar biofilm
(tabla R.4.4.1). Se puede observar que los diferentes antibidticos influyen de manera distinta en
los diferentes dientes de un mismo paciente. Asi, por ejemplo, en el paciente n° 1 la amoxicilina
— 4c. clavuldnico y el metronidazol indujeron la formacién de biofilm en la muestra n° 5
procedente de un 2.4, mientras que la amoxicilina — 4c. clavulanico y el metronidazol inhibieron
la formacion de biofilm en la muestra procedente del diente 2.5. De forma similar ocurrié en el
paciente n° 4, en el que en muestras procedentes de dientes contiguos (4.2 y 4.3) los antibidticos
testados influyen de manera diferente sobre la formacion del biofilm en cada una de ellas. En
cambio, en el paciente n° 6 tanto el metronidazol como la azitromicina produjeron una
inhibicion similar en la formacion del biofilm en ambas muestras (3.1 y 4.1), mientras que la
amoxicilina — ac. clavulanico en la muestra n® 55 (3.1) no tuvo efecto perceptible, pero en la n°

56 (4.1) produjo una inhibicion del 22% (grafica R.4.4.1).
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Area Crecimiento Amoxicilina
N° Muestra Diente . o - Metronidazol Azitromicina
Radiolucida biofilm Clavulénico
. 24 No Si 16% 7% -
Paciente 1
25 No s Lo EECUNE -
Paciente 2 31 I Si No ) ~ )
32 21 No Si -T7% -23% -14%
Paciente 3 36 32 N(,) N? ) § _
37 42 Si Si -1% -2% -23%
. 42 31 Si Si 1% -29% -35%
Paciente 4
43 31 Si Si 20% 21% 8%
. 44 14 Si Si 24% 16% 27%
Paciente 5 i
45 34 Si No - - -
. 55 31 Si Si 2% -20% -15%
Paciente 6 , .
56 41 Si Si -22% -11% -10%

Tabla R.4.4.1. Datos clinicos y porcentaje de inhibicion o induccion de la formacion de biofilm in vitro
de 6 pacientes de los cuales se obtuvo muestra de 2 dientes necroticos diferentes. La intensidad de color
en las diferentes casillas se correlaciona con la intensidad de inhibicion (tonos azules) o estimulacion

(tonos naranjas).
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Grafica R.4.4.1. Representacion grafica del porcentaje de inhibicion o de induccion del biofilm
endodontico, en presencia de distintos antibioticos a las 8 horas de crecimiento in vitro, generado a partir
de las 2 muestras obtenidas de cada uno de los pacientes 1, 4 y 6.
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4.5. Efecto antibiotico intraindividuo sobre la composicion bacteriana

Se ha podido estudiar el efecto de los antibidticos sobre muestras de dientes diferentes
del mismo paciente en los pacientes nimero 4 (muestra 42 y 43) y 6 (muestra 55 y 56). En
ambos pacientes hubo crecimiento de biofilm en el sistema RTCA xCElligence®y el ensayo se
pard a las 8 horas (descartando por tanto el paciente nimero 1 porque el ensayo se par6 a las
16 horas y la composicion puede verse alterada puesto que, se encuentra en la fase de
crecimiento de declive).
En el paciente 4 se observa como los diferentes antibidticos testados varian levemente
las concentraciones de los diferentes géneros, de tal forma que las proporciones de abundancia
se mantienen, con ligeras variaciones en ambas muestras (42 y 43). Las abundancias de los
diferentes géneros y los porcentajes de variacion se muestran en la grafica R.4.5.1 y en la tabla
R.4.5.1. Tras llevar a cabo un analisis CCA (grafica R.4.3.1), se observa que la composicion
bacteriana de ambas muestras control no se solapan, y que dentro de cada una de ellas, el
tratamiento antibiotico no altera la estructura poblacional, observandose solamente variaciones
en algunos organismos.
Concretamente en la muestra 42, la amoxicilina — ac. clavulanico no altera las
proporciones de los géneros en comparacion al control (muestra de biofilm en ausencia de
antibiotico). En cambio, el metronidazol y la azitromicina si provocan unos ligeros cambios
debido a:
- La disminucién en un 16,9% de Paludibacteraceae F0058 y el aumento de
Prevotella, Campylobacter, Fusobacterium'y Treponema enun 7,3%, 10,7%, 13,8%
y 10,1% respectivamente en el caso del metronidazol.

- En el caso de la azitromizina existe una disminucién de Paludibacteraceae F0058
enun 4,3% y de Campylobacter en un 20,1%, mientras que aumenta Fusobacterium
un 12,5% y Treponema un 15,4%.

En el caso de la muestra 43 al igual que en la 42 la amoxicilina — 4c. clavuldnico no
cambia las proporciones de abundancia en comparacion al control positivo. Ademas, en este
caso metronidazol y azitromicina también provocan ligeros cambios provocados por:

- Un aumento del 41,4% de Phocaeicola y del 46% de Tannerella y una
disminucioén del 14,8% de Prevotella como consecuencia de la aplicacion de

metronidazol.
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- Eneste caso la Azitromicina provoca un aumento del 20,5% de Phocaeicola,
del 14,4% de Tannerella y del 11% de Paludibacteraceae F0058. Sin
embargo, tiene lugar una disminucion del 18,1% de Oribacetrium.

En las muestras 42 y 43, se encuentran entre los 4 géneros mds predominantes
Paludibacteraceae F0058 y la Prevotella. En estas dos muestras de distintos dientes
procedentes del mismo paciente se observa como los diferentes antibidticos pueden provocar
un efecto distinto en el mismo género:

- La amoxicilina - 4c. clavulanico no provoca efecto sobre Paludibacteraceae F0058
en ninguna de las dos muestras. En cambio, sobre Prevotella produce un aumento
del 4,5% en la muestra 42 y una disminucién del 19,9% en la 43.

- El metronidazol provoca una disminucion del Paludibacteraceae F0058 del 16,9%
en la muestra 42 y un aumento del 2,5% en la 43. Ademas, sobre la Prevotella se
observa un aumento del 7,3% en el caso de la muestra 42 y una disminucion del
14,8% en la 43.

- En el caso de la azitromicina, tiene lugar una disminucion de
Paludibacteraceae F0058 del 4,3% en la muestra 42 y aumento del 11% en la 43.
Sin embargo, Prevotella no se ve modificada en ninguna de las dos muestras en

comparacion con el control positivo.

Paciente 4

Amoxicilina - ac. clavulanico Metronidazol Azitromicina
Géneros Muestra 42 Muestra 43 Muestra42  Muestra43  Muestra42  Muestra 43
F0058 0,8% -1,6% -16,9% 2,5% -4,3% 11,0%
Prevotella 4,5% -19,9% 7,3% -14,8% 1,1% -0,5%
Campylobacter 0,1% - 10,7% - -20,1% -
Fusobacterium -2,3% - 13,8% - 12,5% -
Treponema 0,8% - 10,1% - 15,4% -
Oribacterium - 1,5% - 5,8% - -18,1%
Phocaeicola - 8,6% - 41,4% - 20,5%
Tannerella - 8,2% - 46,0% - 16,4%

Tabla R.4.5.1. Porcentaje de aumento o disminucion de los géneros mas abundantes en las muestras 42
y 43, procedentes del paciente nimero 4, en comparacion con la abundancia de esos géneros con el
control (muestra de biofilm en ausencia de antibidtico), tras la aplicacion de los diferentes antibioticos.
El gradiente de color indica el grado de aumento o disminucion de ese género (disminucion representada
en azul y aumento en rojo). Los géneros Paludibacteraceae F0058 y Prevotella son los dos unicos
géneros, de los mas abundantes, que se encuentran tanto en la muestra 42 como en la 43, por lo que se
puede comparar el efecto de los antibidticos sobre el mismo género en muestras procedentes de
diferentes dientes del mismo paciente.
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Grafica R.4.5.1. Representacion grafica del porcentaje de géneros presentes en las muestras 42 y 43
obtenidas del paciente nlimero 4. Se muestra en la grafica el nombre los géneros mas abundantes de
cada muestra. El asterisco indica que las secuencias correspondientes no se han podido asignar a nivel
de género, por lo que se indica el nivel filogenético anterior.
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En el paciente 6 se observa que tras la aplicacion de los diferentes antibioticos se mantienen
los mismos géneros como los mas abundantes. Sin embargo, existen cambios en las
proporciones de abundancia de los géneros en comparacion al control (muestra de biofilm en
ausencia de antibidtico). Las abundancias de los diferentes géneros y los porcentajes de
variacion se muestran en la grafica R.4.5.2 y en la tabla R.4.5.2. Es importante recalcar que en
este paciente, ambas muestras sufren una inhibicion en la cantidad de biofilm tras exposicion a
los antibioticos (Grafica R.4.4.1). Por tanto, una composicioén bacteriana similar indicaria que
la mayoria de la comunidad microbiana se ve afectada por el antimicrobiano. Sin embargo,
algunos grupos bacterianos aparecen mas afectados que otros.
En el caso de la muestra 55 se observa como tanto metronidazol como azitromicina
inhiben por completo a Macrococcus y Staphylococcus, mientras que la amoxicilina — ac.
clavuldnico no tiene efecto. Ademas, la amoxicilina — 4c. clavuanico provoca una disminucion
del 29,1% de Actinomyces junto con un aumento del 96,4% de Streptococcus en comparacion
con el control positivo. El metronidazol y la azitromicina provocan la disminuciéon de
Streptococcus en un 13,4y 27% respectivamente. En cambio, el metronidazol no influye sobre
Actinomyces y posibilita el crecimiento de Rothia, mientras que la azitromicina si aumenta
Actinomyces en un 28,1%.
En la muestra 56 también existe un cambio de abundancias con respecto al control. Los
3 antibidticos estimulan el crecimiento de Campylobacter y Capnocytophaga, mientras que
disminuyen Ralstonia y Streptococcus. Ademads, la amoxicilina — ac. clavuldnico y el
metronidazol estimulan Actinomyces mientras que la azitromicina lo disminuye.
En la muestra 55 y 56 se encuentra entre los 4 géneros mas predominantes Actinomyces
y Streptococcus. Se observa como los diferentes antibioticos sobre estas dos muestras diferentes
procedentes del mismo paciente, en la mayoria de las ocasiones, provocan un efecto diferente
en el mismo género:
- La amoxicilina - 4c. clavulanico inhibe Actinomyces en la muestra 55 mientras que
los estimula en la 56. Del mismo modo estimula Streptococcus en la muestra 55 y
los inhibe en la 56.

- El metronidazol inhibe en el mismo grado a Streptococcus tanto en la muestra 55
como en la 56, mientras que sobre Actinomyces no tiene efecto en la muestra 55 y

estimula su crecimiento en la 56.
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- Por tltimo, la azitromicina estimula Actinomyces en la muestra 55 y lo inhibe en la

56. Sobre Streptococcus tiene un efecto inhibidor mas intenso en la muestra 56.
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Grafica R.4.5.2. Representacion grafica del porcentaje de géneros presentes en las muestras 55 y 56
obtenidas del paciente nlimero 6. Se muestra en la grafica el nombre los géneros mas abundantes de
cada muestra. Los asteriscos indican que las secuencias correspondientes no se han podido asignar a
nivel de género, por lo que se indica el nivel filogenético anterior.
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Paciente 6

Amoxicilina - ac. clavulanico Metronidazol Azitromicina
Géneros Muestra55  Muestra56  Muestra 55 Muestra 56 Muestra 55 Muestra 56
Actinomyces -29,1% 54,9% -1,8% 63,2% 28,1% -29,8%
Streptococcus 96,4% -48,9% -13,4% -13,5% -27,0% -73,4%
Macrococcus - -2,6% - -
Staphylococcus _ - -2,6% - _ -
Campylobacter - 15,4% - 4,0% - 43,8%
Capnocytophaga - 30,3% - 8,8% - 24.7%
Ralstonia - -27,9% - -37,9% - -20,6%

Tabla R.4.5.2. Se muestra el porcentaje de aumento o disminucion de los géneros mas abundantes en
las muestras 55 y 56 correspondientes al paciente nlimero 6, en comparacion con la abundancia de esos
géneros con el control positivo (muestra de biofilm en ausencia de antibidtico), tras la aplicacion de los
diferentes antibioticos. El gradiente de color indica el grado de aumento o disminuciéon de ese género
(disminucion representada en azul y aumento en rojo). Los géneros Actinomyces 'y Streptococcus son
los dos unicos géneros, de los mas abundantes, que se encuentran tanto en la muestra 55 como en la 56,
por lo que se puede comparar el efecto de los antibidticos sobre el mismo género en muestras
procedentes de diferentes dientes del mismo paciente.
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5. CORRELACION ENTRE LOS DATOS CLINICOS Y EL EFECTO ANTIBIOTICO

Se ha analizado la influencia de las diferentes situaciones clinicas sobre el efecto
antibiotico en el crecimiento de biofilm endodontico mediante la prueba del chi cuadrado. Cabe
destacar que la percusion fue positiva (dolor a la percusion, con el mango del espejo, en el
diente problema en comparacion con los dientes contiguos) en el 55,6% de los casos en los que
la amoxicilina - &c. clavulanico produjo una induccion del crecimiento de biofilm, siendo
negativa en el 40,6% de los casos en los que la amoxicilina — 4c. clavulanico inhibié dicha
formacion, hallandose una asociacion significativa entre la respuesta dolorosa a la percusion y
el patron de crecimiento del biofilm (grafica R.5.1). Finalmente, se ha observado una tendencia
en la asociacion entre la presencia de area radiolucida apical y el efecto de este antibidtico. En
concreto, en el 44,4% de los casos en los que existia area radiolicida apical, en el diente
problema, la amoxicilina 4c. clavulanico inhibi6 el crecimiento del biofilm, mientras que en el
42,9% de las muestras en las que no existia area radiolucida la amoxicilina ac. clavulanico
estimuld la formacion de la biopelicula (p=0,06) (grafica R.5.2). No se hallé6 ninguna otra
asociacion entre los diferentes datos clinicos recogidos y la influencia de los antibidticos sobre

la formacion de biofilm.

Influencia del valor de la percusion sobre el efecto de la
amoxicilina - dac. clavulanico en el biofilm
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Grafica R.5.1. Representacion grafica de la asociacion entre la presencia de dolor a la percusion y la
influencia de la amoxicilina - ac. clavulanico sobre la dindmica de crecimiento de biofilm de origen
endodontico.
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Influencia del de la presencia de area radiolicida sobre el
efecto de la amoxicilina - ac. clavulanico en el biofilm
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Grafica R.5.2. Representacion grafica de la asociacion entre la presencia de area radiolucida y la
influencia de la amoxicilina - ac. clavulanico sobre la dindmica de crecimiento de biofilm de origen

endodoéntico.

Mediante el test de U de Mann — Whitney se ha estudiado la relacion entre las diferentes
caracteristicas clinicas de los pacientes y la abundancia media de los 17 géneros con una
proporcion mayor al 2% en el indculo. Se puede observar una mayor cantidad de Prevotella 'y
Treponema cuando el tratamiento de conductos tuvo lugar a causa de la necrosis pulpar por un
traumatismo previo (p<0,05). Sin embargo, hubo una mayor abundancia de Streptococcus
cuando la caries provoco la necrosis pulpar (p<0,05). La presencia de area radiolticida se
relaciona con una menor cantidad de Streptococcus y Veillonella. Por ltimo, la presencia de
dolor previo al tratamiento de conductos esté relacionado con una mayor abundancia media de
Streptococcus (p<0,05). La influencia de las diferentes caracteristicas clinicas sobre la

composicion bacteriana se encuentra representada en la grafica R.5.3.
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Causa del tratamiento traumatica y su influencia
sobre la composicion bacteriana
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Grafica R.5.3. Representacion gréfica de la correlacion entre diferentes aspectos clinicos y su influencia
sobre la composicion bacteriana. Los corchetes y el asterisco indican la existencia de diferencias
estadisticamente significativa (p<0,05). Se muestra s6lo aquellos aspectos clinicos que han influido de
forma significativa sobre alguno de los 17 géneros con mayor proporcion media en el indculo de 28
muestras. A) Se muestra una mayor proporcion de Prevotella y Treponema cuando existe antecedente
de traumatismo. Sin embargo, hay una mayor abundancia de Streptococcus cuando los pacientes no han
sufrido un traumatismo previo. B) Streptotoccus y Veillonella se encuentran con menor abundancia en
la composicion bacteriana cuando existe area radiolicida. C) Se ha detectado mayor cantidad de
Streptococcus cuando los pacientes han presentado dolor previo al tratamiento de conductos.
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DISCUSION

Para prevenir y tratar con éxito una enfermedad es necesario conocer su etiologia y
patogénesis. Se sabe que las bacterias causantes de la periodontitis apical, presentes en el
interior de los conductos se encuentran organizadas en estructuras complejas dando lugar a un
biofilm o biopelicula (Siqueira y Rocas, 2009; Jhajharia et al., 2015; Neelakantan, 2018). Las
interacciones entre microorganismos presentes en un biofilm dotan a la comunidad de
propiedades y funciones que no pueden observarse en cada componente de forma individual
(Marsh, 2005; Hargreaves & Cohen, 2011). De tal forma, que puede observarse un aumento de
la virulencia (Sundqvist et al., 1979; Baumgartner et al., 1992, Feuille et al., 1996, Kesavalu et
al., 1998), mayor resistencia frente a diferentes antimicrobianos y una mejoria en la eficiencia
metabolica (Brook, 1986; Hargreaves & Cohen, 2011; Neelakantan et al., 2017). Por lo tanto,
las estrategias de desinfeccion deben ser probadas en condiciones lo mas parecidas posible a la
realidad. La realizacion de una correcta prueba de sensibilidad antimicrobiana adquiere una
importancia capital en el caso del uso de antibidticos, puesto que un uso incorrecto de éstos
puede provocar consecuencias graves.

En la presente tesis se ha llevado a cabo la puesta a punto de un modelo de estudio in
vitro RTCA para muestras procedentes de conductos radiculares necroticos. Se ha testado el
efecto de diferentes antibidticos (amoxicilina — 4c. clavulénico, metronidazol y azitromicina)
en la curva de crecimiento de la biopelicula. Asi mismo se han identificado los géneros
presentes tanto en la muestra obtenida del conducto radicular, como en el biofilm formado a
partir de esas muestras en el sistema RTCA xCElligence®.

La recogida de la muestra se llevo a cabo en condiciones de asepsia, siguiendo los
estandares que recomienda la literatura (Tabla 1.2).

A diferencia de la mayoria de los articulos publicados, en los cuales se selecciona de
forma artificial las especies a testar en el estudio, en la presente tesis se ha utilizado la muestra
recogida directamente del interior de los conductos (Swimberghe et al., 2019). De esta manera,
los resultados conseguidos se asemejan mas a la realidad, permitiendo las interacciones entre
las diferentes colonias presentes en el biofilm intrarradicular (Hargreaves & Cohen, 2011).

El sistema RTCA xCElligence®, a diferencia de otros modelos de estudio como el
modelo AAA (ACTA active attachment) (Van der Waal et al., 2016) o el MAM (multiplaque
artificial mouth) (Koopman et al., 2015, 2016) denominados de punto final (“end point”),
permite el seguimiento en tiempo real durante todo el periodo de formacion del biofilm. La
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presente tesis representa el primer ensayo en el que se estudia la dinamica de formacion de la
biopelicula de origen endodéntico. Ademas, el RTCA xCElligence® se trata de un modelo de
estudio in vitro validado y aceptado para otro tipo de muestras orales (Mira et al., 2019), en el
que se ha demostrado que la muestra inicial a partir de la cual se forma biofilm (inéculo) y el
biofilm resultante en el control positivo sin antibiotico, tras 8 horas de incubacion, son similares
en su composicion. Sin embargo, existen ligeras diferencias, siendo la mds importante el
aumento de Streptococcus en el biofilm obtenido del control positivo (graficas R.3.2-3). Este
aumento de Firmicutes es habitual en los experimentos de microcosmos, debido a que la
presencia de azlcares en los medios de cultivo suele estimular el crecimiento de estos
organismos fermentativos (Klug et al., 2016). Por ello, el cultivo de biofilms endoddnticos se
podria probablemente refinar en el futuro modificando el medio de cultivo utilizado para reducir
el nivel de aztcares.

El uso de discos de dentina en el modelo de estudio in vitro seria el sustrato mas cercano
a la realidad (Swimberghe et al., 2019), pero como inconveniente presenta que solo se puede
utilizar en modelos de estudio del tipo “end point”. Al igual que la mayoria de los autores, se
ha utilizado un medio de cultivo rico en nutrientes (BHI) (tabla 1.3) suplementado con hemina
menadiona y vitamina K para permitir el crecimiento de la mayor cantidad de especies
bacterianas posibles (Llena et al., 2019).

El tiempo de incubacion del biofilm suele estar comprendido en la literatura entre 1 y
70 dias (Koopman et al., 2015; van der Waal et al.,2016; Swimberghe et al.,2019; Mira et al.,
2019), en el presente estudio se dejo madurar el biofilm so6lo hasta las 8 horas. Se ha observado
que en la mayoria de las curvas de crecimiento de biofilm endodontico, a las 8 horas es el
momento en el que se alcanza la fase estacionaria. Por lo tanto, a partir de las 8 horas, debido a
la cantidad limitada de nutrientes, comenzaré la fase de declive modificandose la composicion
bacteriana final de la biopelicula (Ryan & Ray 2017; Romero, 2018) (figura 1.3 y grafica M.2).

Se selecciono la amoxicilina - &c. clavuldnico como uno de los antibidticos a testar
porque la amoxicilina es el antibidtico de primera eleccion recomendado por AEDE (Segura-
Egea et al., 2020), la ESE (Segura-Egea et al., 2017a; Segura-Egea et al., 2018), la ADA
(Lockhart et al., 2019) y la AAE (AAE., 2017) frente infecciones de origen endodontico.
Ademas, es el antibidtico mas utilizado en el mundo segun la literatura disponible (tabla L.5).
En Espafia el antibidtico mas utilizado por cirujanos orales (Segura-Egea et al., 2010) y

endodoncistas (Rodriguez-Nufiez et al., 2010) es la amoxicilina — 4c. clavuldnico 875/125 mg.
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En el presente estudio también se utiliz6 metronidazol y azitromicina porque junto a la
clindamicina son los antibidticos mas utilizados en la literatura después de la amoxicilina (tabla
I.5). La ADA recomienda administrar metronidazol a un paciente que tras 2-3 dias de pauta
antibiotica con amoxicilina no presenta mejoria en la sintomatologia y en el caso de pacientes
con alergia a la amoxicilina recomienda administrar azitromicina o clindamicina (Lockhart et
al., 2019). Las dosis recomendas son de 500 mg de metronidazol y de 500 mg en el caso de la
azitromicina (Segura-Egea et al., 2017a; AEMPS 2018, Lockhart et al., 2019). El presente
estudio ha permitido por tanto evaluar la eficacia de estos antibidticos tan utilizados a la hora
de eliminar biofilms endoddnticos in vitro.

Mira et al. (2019) llevaron a cabo dos lavados suaves de 150 puL de tampdn fosfato sobre
el pocillo de la placa de microtitulacion, con el objetivo de eliminar las células no adheridas en
el fondo del pocillo, para posteriormente proceder a la disgregacion del biofilm adherido para
su analisis. En cambio, en el presente estudio, de los 200uL totales que contiene cada pocillo
se retird 100pL y a continuacidn, se procedio a la disgregacion del biofilm adherido en el fondo
del pocillo. Mediante este procedimiento se evita el riesgo de eliminar bacterias adheridas
formando biofilm durante la retirada del sobrenadante. Sin embargo, si existe alguna bacteria
en suspension, que no se ha adherido al fondo del pocillo formando biofilm, también puede ser
detectada e incluida como parte de la composicién bacteriana del biofilm de ese pocillo. En
cualquier caso, esas bacterias no adheridas no afectan a la impedancia y por tanto no afectan a
las medidas del biofilm.

Diferentes autores han estudiado la composicion bacteriana del interior de los conductos
radiculares mediante técnicas de secuenciacion (Persoon et al., 2017; Bouillaguet et al., 2018;
Iriboz et al., 2018; Tawfi et al., 2018). De media, el nimero total de muestras secuenciadas
mediante Illumina Miseq, en los estudios disponibles en la literatura, es de 16 (anexo 3).
Peerson et al. (2017) presentan el tamafio muestral mas grande con un total de 22 muestras. Por
lo tanto, se puede considerar que en el presente estudio se ha alcanzado un tamafio muestral
representativo, puesto que se ha secuenciado un total de 28 muestras procedentes del interior

de los conductos radiculares necroticos.
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En el presente estudio, al igual que en los valores medios obtenidos de la literatura, los
phyla mas abundantes son Bacteroidetes y Firmicutes. Las diferencias de abundancia media
mas acentuadas se observan en Fusobacteria (10% en la literatura frente a un 6% en el presente
estudio). Tras el andlisis de la composicion bacteriana del presente estudio se observa una
considerable similitud a nivel de phylum con respecto a los valores descritos en la literatura
(grafical.2 y R.2.1.1).

Por otra parte, se observa una gran variabilidad interestudio con respecto a la abundancia
y frecuencia de aparicion de los diferentes géneros presentes en una infeccion endoddntica
(anexo 3), hecho corroborado por Manoil et al. (2020) quien realizé una revision sistematica
sobre la composicion bacteriana del interior de los conductos. Respecto a la composicion
bacteriana obtenida en el presente estudio, tan solo 5 géneros de los 10 mas abundantes (grafica
R.2.1.2) se encuentran entre los 10 con mayor proporcion de media en la literatura (grafica 1.3),
a saber: Prevotella, Streptococcus, Fusobacterium, Actinomyces y Pyramidobacetr. Por otra
parte, Fusobacterium, Prevotella, Treponema, Porphyromonas, y Dialister se encuentran entre
los géneros mas frecuentes en el presente estudio y en la literatura (grafica 1.4 y R.2.1.3). Es
importante destacar, que Phocaeicola es el género con una abundancia media mayor en el
presente estudio, con un 10,7%. Sin embargo, de los 10 articulos disponibles en la literatura,
que describen la composicion bacteriana mediante Pirosecuenciacion o Illumina Miseq, s6lo se
encuentra Phocaeicola en el estudio de Santos et al. (2011) y Persoon et al. (2017) en un 12%
y 3,5% respectivamente. Si tenemos en cuenta la frecuencia de aparicion de los géneros en los
estudios disponibles en la literatura, se observa que Prevotella y Fusobacterium son los dos
géneros mas frecuentemente encontrados, al igual que ocurre en el presente estudio (grafica 1.4
y R.2.1.3).

Una vez realizada la comparacion de la composicion bacteriana obtenida de los
pacientes que no han tomado antibidtico (indculo) y los que si, se observa que el efecto del
antibidtico disminuye el nimero de phyla predominantes (aquellos con una abundancia media
superior al 1%). Synergistetes, Spirochaetes y Epsilonbacteracota pasan de tener una
abundancia media entre el 5 y el 3%, en los pacientes que no han tomado antibidtico, a una
abundancia menor al 1% en los pacientes que si han tomado antibidtico previo a la recogida de
muestra. Tras el tratamiento antibiotico existe una disminucion de Proteobacterias y un aumento
de Bacteroidetes, Firmicutes y Actibonacterias, respecto al indculo (grafica R.2.3.1). La
composicion resultante de los pacientes que han tomado antibidtico es similar, a nivel de phyla,

respecto a la media descrita en la literatura de pacientes que no habian tomado antibidtico. Sin
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embargo, Actinobacteria se encuentra en mayor proporcioén a la descrita por algunos como
Tzanetakis et al. (2015) y Tawfi et al. (2018) (anexo 1). A pesar de que los valores de
Actinobacteria, obtenidos en muestras de pacientes que han tomado antibidtico, son superiores
a la media de la literatura, son valores similares a los descritos por Ozok et al. (2013) y Persoon
et al. (2017). El CCA (grafica R.9.3) muestra que hay una tendencia a que las muestras
procedentes de pacientes que han tomado antibidtico se parezcan a nivel de composicion y se
diferencien de las muestras de pacientes que no han tomado antibidtico. En cambio, esta
diferencia no es estadisticamente significativa, en parte por el pequeio tamafio muestral de
pacientes que han tomado antibidtico. Por lo tanto, no se puede concluir que el tratamiento
antibidtico sistémico influya en la composicion bacteriana del interior de los conductos
radiculares necroticos, y trabajos futuros deberan estudiar la composicion microbiana en un
mayor numero de muestras radiculares de pacientes que hayan tomado antibioticos para poder
determinar si esta tendencia se mantiene.

Mira et al. (2019) describieron la dindmica de formaciéon en tiempo real de biofilm
formados a partir de in6culos tomados de saliva, raspado de lengua y placa dental mediante el
sistema RTCA xCElligence®. En el presente estudio se ha conseguido estudiar por primera vez
la dindmica de formacién de biofilm de origen endodontico y su susceptibilidad frente a
amoxicilina — &c. clavuldnico, metronidazol y azitromicina.

Se observan diferentes patrones de respuesta de la biopelicula de origen endodontico
frente a los antibidticos testados: en uno de ellos, al que hemos denominado tipo I, ningiin
antibiotico modifica la curva de crecimiento del biofilm; tipo II, todos los antibidticos producen
induccidn en la formacion del biofilm; tipo 111, todos los antibidticos producen inhibicion en la
formacion del biofilm; tipo IV, cada antibidtico tiene un efecto diferente sobre la curva de
crecimiento del biofilm. El tipo IV ha sido el més frecuente y puede subdividirse en: tipo [Va,
uno o dos antibidticos producen induccion del biofilm y el resto no influyen; tipo IVb, uno o
dos antibidticos producen inhibicion del biofilm y el resto no influyen; tipo IVc: uno o dos
antibidticos producen induccion del biofilm y uno o dos antibidticos producen inhibicion del
biofilm.

La mayor parte del efecto de los antibidticos se encuentra comprendida entre el 25% de
inhibicion y el 25% de induccion del biofilm. El metronidazol es el que ha inhibido en mayor
medida la formacion de biofilm (inhibicion severa >50%) y la azitromicina el que ha inhibido
en el mayor porcentaje de los casos. Todos ellos han provocado induccion de la biopelicula en

algunos casos (grafica R.4.1.3). Estos resultados difieren de los obtenidos por Bresco et al.
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(2006), quienes aplicaron diferentes antibidticos a cepas bacterianas aisladas de lesiones
periapicales y pericoronaritis. Observaron que la amoxicilina y amoxicicilina — &c. clavulanico
eran los antibidticos con mayor numero de cepas susceptibles, existiendo diferencia
estadisticamente significativa entre el nimero de cepas susceptibles y resistentes. En cambio,
no obtuvieron diferencia significativa con la azitromicina y el metronidazol, siendo el
metronidazol el antibiotico con mayor nimero de cepas resistentes. Estas diferencias respecto
al efecto de los antibidticos pueden ser debidas a que, las bacterias de forma aislada se
comportan de manera diferente a si se encuentran estructuradas formando un biofilm (Marsh,
2005; Hargreaves & Cohen, 2011). Por este motivo, los datos presentados en esta tesis apoyan
el uso de muestras reales para testar la susceptibilidad antibiotica, ya que el comportamiento de
un biofilm de composicion compleja, donde existen multitud de interacciones y sinergias, no
se puede inferir a partir de la sensibilidad antibiotica de algunos de los componentes de dicho
biofilm de forma aislada.

En las condiciones testadas de temperatura y medio de cultivo, se puede establecer en 8
horas el tiempo que tarda el biofilm de origen endoddntico en alcanzar la fase estacionaria. No
obstante, se observa que existe poca diferencia en los valores de inhibicion y estimulacién en
la formacion de biofilm por parte de los antibidticos testados entre las 4 y 8 horas de
seguimiento. Esto quiere decir que a las 4 horas se dispone de valores preliminares muy
similares a los que se obtendran a las 8 horas. Por lo tanto, se propone el sistema RTCA
xCElligence® como modelo in vitro rapido para realizar pruebas de sensibilidad frente
diferentes antibidticos, puesto que a las 4 horas se podria disponer de informacion
representativa respecto a la sensibilidad de los antibidticos frente al biofilm especifico del
conducto radicular (grafica R.4.1.2). Cabe destacar que las pruebas de sensibilidad antibidtica
utilizadas de forma rutinaria en el &mbito hospitalario, como las pruebas de microdilucion o los
E-test, realizadas sobre cultivos puros, llevan al menos 24 en producir un resultado, y que las
pruebas genéticas de sensibilidad antibidtica realizadas en muestras periodontales también
necesitan al menos 24 h para el diagndstico (Horz & Conrads, 2007).

Tras el andlisis de la composicion bacteriana resultante de la aplicacion de los diferentes
antibioticos en el RTCA xCElligence®, se evidencia que cada paciente presenta una
composicion bacteriana, en el interior de los conductos radiculares, distinta al resto de
pacientes. Ademas, cada una las muestras obtenidas del RTCA xCElligence® tras la aplicacion
de los antibidticos, son muy similares entre si y con respecto al control positivo, por lo que no
se puede concluir que los antibidticos testados influyan de forma general en la estructura
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poblacional bacteriana, si bien se observan diferencias significativas en algunos grupos
taxondémicos concretos (graficas R.4.3.1-2).

Por lo tanto, la variabilidad de la composicién bacteriana y las multiples posibles
interacciones entre los diferentes géneros es la causa mas probable de los diferentes efectos de
los antibioticos sobre la dindmica de formacion de biofilm obtenidos en el presente estudio.

El Streptococcus demuestra tener una gran influencia en la infeccion de origen
endodontico puesto que es uno de los géneros con mayor abundancia y frecuencia en la
composicion de las 28 muestras secuenciadas. También cabe destacar que se encuentra en
mayor proporcion cuando la causa del tratamiento fue por caries (causa no traumadtica), cuando
existia area radiolucida y en presencia de dolor (p<0,05) (grafica R.5.3). Esto es interesante
dado que esta bacteria se encuentra entre los agentes etiologicos mejor estudiados de la caries
dental. Por ultimo, cabe destacar que la azitromicina es el unico antibidtico que disminuyo
significativamente la abundancia media de Streptococcus (grafica R.4.3.3), teniendo en cuenta
que las condiciones del estudio propician el crecimiento de Streptococcus (p<0,05) (grafica
R.3.3).

El Enterococcus Faecalis es considerado el principal patdogeno causante de las
infecciones endoddnticas persistentes (Zhang et al., 2015; Alghamdi & Shakir, 2020), por ello
es ampliamente utilizado en modelos in vitro de biofilm (Ozdemir et al.,2010; Seneviratne et
al., 2013; De Meyer et al., 2017). Sin embargo, esta afirmacion se encuentra en entredicho
puesto que otros microorganismos como Prevotella y Fusobacterium han sido aislados en
mayor medida (Prada et al.,2019). Ademaés, en la presente tesis no ha sido detectado
Enterococcus en ninguna de las muestras analizadas.

Tras el analisis de la curva de crecimiento de biofilm de los 3 pacientes de los cuales se
obtuvo 2 muestras de dientes diferentes se observa un comportamiento intrapaciente diferente
del biofilm frente a los antibioticos. Los diferentes antibidticos en una de las muestras producen
un efecto de inhibicidn o estimulacion mientras que en la otra muestra del mismo paciente hay
un efecto distinto (paciente 1 y 4) o cambio de intensidad (paciente 6) (tabla R.4.4.1 y gréficas
R.4.5.1-2). Estos resultados pueden ser debidos a la gran variabilidad bacteriana en cada una de
las muestras. Se ha observado que las 2 muestras procedentes de un mismo paciente difieren en
gran medida en su composicion, aunque se ha hallado de 1 a 2 géneros que se encuentran de
forma predominante en ambas muestras del mismo paciente (graficas R.2.2.1 y R.4.3.1). El
distinto efecto del mismo antibidtico sobre la proporcion del mismo género bacteriano es

intrigante y puede deberse a la presencia de distintas especies o cepas con patrones distintos de
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resistencia antimicrobiana, o a que la accién de un determinado antibidtico sobre una bacteria
depende también de la interaccion con otros integrantes del biofilm y las caracteristicas de la
matriz extracelular. Ambas posibilidades recalcan la dificultad de establecer la efectividad de
un determinado antibidtico incluso si se conoce la composicion bacteriana del biofilm, que es
por ejemplo el protocolo utilizado en las técnicas de seleccion de antibidtico en muestras
periodontales, donde mediante qPCR o chips de hibridaciéon se determina la presencia de
periodontopatégenos y en base a la misma se recomienda el uso de una determinada
combinacion antibidtica (Horz & Conrads, 2007). Nuestros datos sugieren, al menos para los
biofilms endoddnticos, que una misma bacteria puede verse inhibida o favorecida por el mismo
antibidtico, y que por tanto una prueba de crecimiento de biofilm bajo distintos antibidticos es
mas fiable que un estudio de composicion y la posterior inferencia de los antibidticos a los que
esa composicion pueda ser sensible.

Tras el andlisis de los resultados no se observa que los datos clinicos del paciente previos
al tratamiento condicionen la eficacia de los antibidticos testados. Sin embargo, la amoxicilina
- ac. clavulanico suele estimular la formacion de biofilm (55,6% de los casos) cuando la
percusion es positiva e inhibir (40,6% de los casos) cuando es negativa (p<0,05) (grafica R.5.1).
También se observa que la amoxicilina — 4c. clavuldnico estimula la formacion de biofilm en
el 42,9% de los casos cuando no hay area radiolucida, mientras que inhibe en el 44,4% de los
casos cuando si hay area radiolucida (p>0,05) (grafica R.5.2). Se ha detectado una mayor
abundancia media de Veillonella y Streptococcus en los pacientes que presentaron area
radiolicida (p<0,05), mayor abundancia media de Prevotella y Treponema en los que el
tratamiento de conductos se llevd a cabo por causa de un traumatismo antiguo (p<0,05) y una
mayor abundancia media de Streptococcus cuando el paciente tuvo dolor previo al tratamiento
y éste fue por causa de caries (p<0,05) (grafica R.5.3). De Brito et al. (2020) observé una mayor
proporcion de Porphyromonas (p<0,05) y de Prevotella (p>0,05) cuando los pacientes tuvieron
sintomas previos al tratamiento de conductos. El hecho de que la amoxicilina - 4c. clavulanico
tienda a inhibir la formacion del biofilm cuando existe area radiolucida puede ser debido a que
en estos casos suele haber una mayor abundancia media de Streptococcus, el cual es susceptible
a la accion de este antibiotico (grafica R.4.3.3 y R.4.3.5). Estos resultados, aunque preliminares,
sugieren que trabajos futuros deberian estudiar las posibles correlaciones entre datos clinicos y
microbioldgicos en un mayor tamafio muestral, para establecer criterios rapidos de seleccion
provisional de tratamiento antibidtico antes de conocer el resultado de las pruebas de

sensibilidad correspondientes.
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En resumen, se puede decir que el tratamiento antibidtico frente a infecciones
endodonticas es poco eficaz, pudiendo incluso estimular el crecimiento del biofilm en algunos
casos. Por ello, debemos seguir las indicaciones de la AEDE, ESE, ADA y AAE respecto al
uso de antibidticos en endodoncia con el fin de evitar consecuencias, como la resistencia a los
antibidticos por un mal uso de los mismos (AAE, 2017; Segura-Egea et al., 2017a; Segura-Egea
et al.,2018; Lockhart et al., 2019).

En investigaciones futuras se propone el aumento del tamafio muestral de pacientes que
han tomado antibidtico sistémico previo al tratamiento de conductos, para estudiar la
composicion bacteriana y compararla con pacientes que no hayan tomado antibidtico. De esta
manera se podria clarificar la eficacia de dichos tratamientos para reducir o eliminar el biofilm
endodontico in vivo. Ademas, mediante el sistema RTCA xCElligence® se pueden testar
diferentes estrategias de desinfeccion local sobre biofilms procedentes del foco de infeccion,
por lo que este sistema puede ser una herramienta de gran ayuda a la hora de encontrar y testar
nuevos tratamientos antisépticos contra las infecciones endodonticas. Esperamos que la
presente tesis estimule el interés en el desarrollo de sistemas in vitro que sirvan como modelos
representativos del biofilm del conducto radicular y asi disefiar protocolos que permitan testar
la susceptibilidad antibidtica de dichos biofilms, mejorando el tratamiento de estas infecciones
y contribuyendo a un uso apropiado y responsable de los antimicrobianos que reduzca la

incidencia de las multirresistencias.
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CONCLUSIONES FINALES

1. EI sistema xCELLigence® permite el estudio en tiempo real de la formacion de
biofilms procedentes de conductos radiculares necroticos. Se establece en 8 horas el
tiempo necesario para alcanzar la fase estacionaria y obtener una composicion
bacteriana en el biofilm in vitro que sea representativa de la existente en las muestras
originales.

2. La composicién bacteriana obtenida de los conductos radiculares necroticos de
pacientes que no habian tomado antibidtico en el Gltimo mes, es altamente variable
intra- e interpaciente, mostrandose diente dependiente, indicando que es una
infeccion claramente polimicrobiana donde no se puede establecer un inico agente
etioldgico.

3. La composicion bacteriana de pacientes que si han tomado antibiotico en el ultimo
mes muestra una tendencia a ser distinta a la de aquellos pacientes que no han
tomado antibiodtico, pero el pequeiio tamafio muestral de este tipo de muestras no
permite extraer conclusiones significativas.

4. A) Todos los antibidticos testados sobre el biofilm real obtenido a partir de
muestras de conductos radiculares de dientes necroticos, en unos casos inhibieron el
crecimiento, en otros no tuvieron efecto y en otros produjeron induccioén, no
pudiendo relacionar este efecto con la composicion original de la muestra, al menos
a nivel taxonomico de género. Ello sugiere que la composicion bacteriana no seria
buen predictor de la eficacia de un tratamiento antibiotico en este tipo de infecciones.

B) El metronidazol fue el antibidtico que inhibié en mayor cantidad y la
azitromicina el que inhibi6 en el mayor porcentaje de los casos. Los antibidticos
testados, aun cuando tuvieron un efecto inhibidor del biofilm, no influyeron de
forma general en la composicion bacteriana.

5. Los datos clinicos del paciente obtenidos en este estudio no predicen el efecto de los
diferentes antibidticos sobre el patron de crecimiento del biofilm, si bien existe una
tendencia a un mayor efecto inductor del biofilm al utilizar la amoxicilina - &cido
clavulanico en aquellos casos con percusion positiva, y un mayor efecto inhibidor

de dicho antibidtico en casos con presencia de area radiolucida apical.
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Anexo 2. Tabla en la que se muestra las caracteristicas de los estudios de secuenciacion, disponibles
en la literatura, mediante Illumina seq. y Pirosecuenciacion. Ademas, se detalla el nimero de phyla, géneros,
especies y tamafio muestral. También se muestra la media de los phyla encontrados en el interior de los
conductos radiculares necroéticos en cada uno de los estudios.
Media Media E_,W\—WMA“”“-E Media in Media ex| Vengerfeldt Persoon et Bouillaguet iriboz et al., Tawfiet al., Qianetal, Santos et Siqueira et Hong et al., Ozok et al,, Tzanetakis Keskin et
Tllumina iacién vivo vivo et al.,, 2014 al, 2017 etal, 2018 2018 2018 2019 al., 2011 al., 2011 2013 2013 et al., 2015 al., 2017
Especies 573,8 663,8 483,8 771,3 376,3 - 338 374 85 1858 - - 187 803 606 339 -
Géneros 189,9 262,8 141,3 200,4 179.,4 - 157 177 12 705 - 47 84 129 317 109 162
Phyla 13,1 12,8 13,3 12,3 14,0 6 10 16 6 26 - 13 10 12 24 11 10
n= 188 " 165 T 212 19,7 22,0 5 22 10 20 19 23 8 10 18 23 48 20
In vivo Ex vivo (1)  Ex vivo In vivo In vivo Ex vivo (1) In vivo Ex vivo (1) In vivo Ex vivo (1) In vivo Ex vivo (1)
. Media .. .
Fila Minimo Msximo Media Mediana Enn._» pirosecuenci 32.__» n Em&» X Mlumina [lumina  Illumina [llumina Ilumina Illumina Pirosecuenci Pirosecuenci Pirosecuenci Pirosecuenci Pirosecuenci Pirosecuenci
IHlumina acion vivo VIVO  lIHiSeq 2000 MiSeq MiSeq MiSeq MiSeq MiSeq acion acion acion acion acion acion
Actinobacteria 1,1 19,4 8,2 8,0 7,3 9,1 6,8 9,6 7,5 14,8 6,4 1,1 3,4 11,0 10,0 5,0 10,5 19,4 8,6 1,1
Bacteroidetes 9,0 41,8 259 25,5 28,5 233 30,0 21,8 24,5 19,5 23,8 41,8 34,7 26,6 14,0 9,0 29,6 11,8 35,4 40,3
Euryarchaeota 0,0 1,0 0,1 0,0 0,2 0,0 0,0 0,2 - 1,0 - - - - - - - - - -
Firmicutes 0,0 59,0 29,7 344 26,3 33,1 30,7 28,8 43,1 32,3 36,0 6,0 40,7 - 59,0 25,0 - 46,1 35,6 33,1
Fusobacteria 0,0 25,6 10,3 10,6 11,1 9,5 6,7 13,9 9,7 11,5 16,0 35 25,6 - 15,0 232 2,6 3,7 12,6
Proteobacteria 0,0 43,0 8,6 4,1 4,8 12,5 6,2 11,1 1.4 2,2 2,4 12,5 6,1 4.2 - 43,0 13,1 0,9 4,0 14,0
Spirochaetes 0,0 253 3,6 1,1 53 1,9 1,9 53 - 1,1 4.4 - 1,2 25,3 - - 8,8 1,3 1,2
Synergistetes 0,0 11,0 2,7 0,6 3,4 2,0 3,0 2,4 3,1 3,6 9,9 - 3,9 0,0 - - - - 11,0 1,1
Tenericutes 0,0 8,6 1,2 0,0 1,4 1,1 2,5 0,0 - 0,0 - 8,6 - - - - 6,3 - - -
T™7 0,0 2,0 0,2 0,0 0,3 0,2 0,0 0,5 - 2,0 - - - - - - - 0,9 0,1 -
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porcién media de los géneros encontrados en el interior de los conductos radiculares

necroticos mediante secuenciacion Illumina y Pirosecuenciacion. m
Persoon et Bouillaguet iriboz et al., Tawfi et al., Santoset Siqueira et Honget Ozoket Tzanetakis Keskin et
al.,, 2017 et al, 2018 2018 2018 al.,, 2011 al, 2011 al., 2013 al,2013 etal, 2015 al., 2017
Illumina [llumina [llumina Illumina Pirosecue Pirosecuen Pirosecue Pirosecuenc Pirosecuenc Pirosecue
Género Minimo Méiximo Media Mediana MiSeq MiSeq MiSeq MiSeq nciacién ciacion nciacién  iacion iacion nciacion
Actinobaculum 1,7 1,7 0,2 0,0 1,7 - - - - - - - - -
Actinomyces 0,8 14,8 2,4 0,0 7,5 - - - - - 0,8 14,8 - 1,1
Afipia 1,4 1,4 0,1 0,0 - - - - - - 1,4 - - -
Agrobacterium 5,9 8,6 1,4 0,0 - - 5,9 - - - - - 8,6 -
Aggregatibacter 4,2 4,2 0,4 0,0 - - 4,2 - - - - - - -
Alloprevotella 2,0 3,0 0,7 0,0 2,4 3,0 - - - - - - 2,0 -
Anaeroglobus 1,3 1,3 0,1 0,0 1,3 - - - - - - - - -
Anaerovorax 1,6 1,6 0,2 0,0 - - - - - - - 1,6 - -
Atopobium 1,1 6,9 1,9 0,5 6,9 2,7 1,1 - - - 1,9 - 6,8 -
Bacillus 5,1 5,1 0,5 0,0 - - - 5,1 - - - - - -
Bacteroides 32 20,5 5,7 4,1 - 5,1 20,5 3,2 - 5,0 5,3 - 17,9 -
Bulleidia 1,1 1,1 0,1 0,0 - 1,1 - - - - - - - -
Campylobacter 1,3 1,3 0,1 0,0 - 1,3 - - - - - - - -
Capnocytophaga 1,9 1,9 0,2 0,0 - - - - - - 1,9 - - -
Caulobacter 0,1 0,1 0,0 0,0 - - - - - - - - 0,1 -
Clostridium 1,3 1,3 0,1 0,0 - - 1,3 - - - - - - -
Corynevacterium 1,5 1,5 0,2 0,0 1,5 - - - - - - - - -
Dialister 0,9 4,7 1,3 0,5 1,6 34 4,7 - - - 0,9 - 2,8 -
Enterococcus 0,8 2,0 0,3 0,0 - - - - - - - - 0,8 2,0
Erysipelotrichaceae 0,9 0,9 0,1 0,0 - - - - - - - - 0,9 -
Eubacterium 0,8 12,0 2,1 0,0 - - - - 12,0 - 0,8 1,9 6,6 -
Filifactor 1,2 1,5 0,4 0,0 1,4 - - - - - - 1,2 1,5 -
Fretibacterium 0,5 3,6 0,4 0,0 3,6 - - - - - - 0,5 -
Fusobacterium 2,1 15,9 6,3 5,2 7,2 15,9 - - - 15,0 6,7 2,1 3,6 12,6
Lachnospiraceae 0,8 1,2 0,2 0,0 - - - - - - 0,8 1,2 - -
Lactobacillus 0,6 11,7 3,5 0,3 11,2 1,7 - - - - - 11,7 0,6 9,6
Lautropia 1,0 1,0 0,1 0,0 - - - - - - 1,0 - - -
Leptotrichia 4,3 4,3 0,4 0,0 4,3 - - - - - - - - -
Mogibacterium 0,7 1,9 0,4 0,0 - 1,7 - - - - 0,7 1,9 - -
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necrdticos mediante secuenciacion [llumina y Pirosecuenciacion.

porcion media de los géneros encontrados en el interior de los conductos radiculares

Género Minimo Méximo Media Mediana Persoon et Bouillaguet iriboz et al., Tawfi et al., Santoset Siqueira et Honget Ozoket Tzanetakis Keskin et
al.,, 2017 et al., 2018 2018 2018 al.,, 2011 al., 2011 al., 2013 al,, 2013 etal, 2015 al., 2017
Moryella 1,5 2,3 0,4 0,0 - 1,5 - - - - - - 2,3 -
Methanobrevibacter 1,0 1,0 0,1 0,0 1,0 - - - - - - - - -
Methylobacterium 1,3 1,3 0,1 0,0 - - 1,3 - - - - - - -
Mycoplasma 0,9 8,6 0,9 0,0 - - 8,6 - - - 0,9 - - -
Neisseria 0,3 14,0 2,0 0,0 - - - - - - 4,8 0,9 0,3 14,0
Novosphingobium 8,0 8,0 0,8 0,0 - - - - - 8,0 - - - -
Olsenella 1,2 1,9 0,4 0,0 1,4 1,9 - - - - - - 1,2 -
Oribacterium 0,8 2,0 0,4 0,0 - 2,0 - - - - - 0,8 1,3 -
Paludibacter 7,4 7,4 0,7 0,0 - - 7,4 - - - - - - -
Parascardovia 0,8 0,8 0,1 0,0 - - - - - - - 0,8 - -
Parvimonas 1,6 12,1 2,6 0,0 1,6 8,1 - - - - - 3,8 - 12,1
Peptostreptococcus 0,4 2,7 0,6 0,0 1,4 2,7 - - - - - 1,8 0,4 -
™7 1,3 1,9 0,3 0,0 1,9 - - - - - 1,3 - - -
Phocacicola 3,5 12,5 1,6 0,0 3,5 - - - 12,5 - - - - -
Porphyromonas 1,5 16,8 3,8 3,0 2,7 5,7 3,3 3,6 - - 5,0 1,5 - 16,8
Prevotella 5,7 23,5 8,9 7,6 12,7 5,7 5,8 17,2 - - 9,0 6,1 9,1 23,5
Propionibacterium 0,2 16,6 1,9 0,0 1,2 - - - - - 16,6 1,3 0,2 -
Pseudoramibacter 1,1 10,0 3,1 2,2 1,6 2,8 - - 10,0 8,0 1,1 3,5 4,5 -
Pyramidobacter 2,9 13,4 2,5 0,0 2,9 6.4 - - - - 13,4 - 10.5 -
Rasltonia 0,1 6,0 0,6 0,0 - - - - - 6,0 - - 0,1 -
Rothia 0,8 0,8 0,1 0,0 - - - - - - 0,8 - - -
Schwartzia 1,0 1,0 0,1 0,0 - 1,0 - - - - - - - -
Selenomonas 1,2 1,4 0,3 0,0 1,2 - - - - - - 1,4 - -
Solobaceterium 0,8 0,8 0,1 0,0 - - - - - - - - 0,8 -
Sphaerochaeta 1,2 1,2 0,1 0,0 - 1,2 - - - - - - - -
Sphingobium 1,2 1,2 0,1 0,0 - - 1,2 - - - - - - -
Sphingomonas 0,7 0,7 0,1 0,0 - - - - - - - - 0,7 -
Synergistes 1,1 1,1 0,1 0,0 - - - - - - - - - 1,1
Syntrophomonadaceae 1,4 1,4 0,1 0,0 - - - - - - - 1,4 - -
Streptococcus 0,6 9,4 3,1 2,1 4,4 - - 3,5 - - 5,7 7,0 0,6 9,4
Tannerella 1,3 4,8 0,8 0,0 - 1,3 4.8 - - - - - 1,8 -
Treponema 0,8 3,2 0,7 0,4 1,0 32 - - - - 0,8 1,3 1,2 -
Veillonella 0,8 2,9 0,5 0,0 1,4 - - - - - - 2,9 0,8 -
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