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1. INTRODUCCION

Cualquier sélido sumergido en un ambiente humedo o de agua corriente, tiene en
su superficie una rica y variada actividad de microorganismos. La clave para que
estos seres vivos puedan mantener su actividad es su capacidad de adhesion. Los
microorganismos dependen de dicha propiedad para fijarse a la superficie, nutrirse
y reproducirse, o que sean renovados. En condiciones de salud el organismo
humano sélo tiene una superficie dura natural sumergida en un fluido: los dientes,
la cavidad oral tiene caracteristicas que dan un potencial de proliferacion bacteriana
y esta a su vez pueden producir acidos que desmineralizan la superficie del esmalte
dental. Los microorganismos se adhieren a la superficie dental mediante la placa
dentobacteriana. Se han identificado bacterias con alta capacidad cariogénica entre

las que destaca el Streptococcus sobrinus y el Streptococcus mutans.t 2

En Odontologia especificamente en la especialidad de Ortodoncia, la colocacion de
aparatologia fija en la cavidad bucal (brackets, bandas, ligadura, arcos, etc.)
establecen condiciones para que estas superficies, al estar sumergidas en un fluido
como la saliva, sean colonizadas por microorganismos. La superficie del material,
su composicion, el pH y diversos microorganismos presentes de manera normal en
la cavidad oral, pueden influir en la capacidad de adhesion de microorganismos
especificos y en la formacion de la biopelicula dental, lo que aumenta el riesgo de
desmineralizacion en el esmalte, particularmente en superficies dentales alrededor
de dicha aparatologia, alterando la microbiota bucal y haciendo mas compleja la

coagregacion de microorganismos como Candida albicans, Lactobacilus y



Actinomyces. Se ha reportado desmineralizacién inducida por bacterias en el
esmalte dental desde el primer mes después de la colocacion de la aparatologia
fija® y se estima que la prevalencia de lesién de mancha blanca en el esmalte (primer
signo de desmineralizacion clinicamente Vvisible) en pacientes tratados

ortodéncicamente varia entre un 12.6% a un 50%.

La primera secuela del inminente crecimiento bacteriano a causa de los aparatos
ortodoncicos son las lesiones de mancha blanca, estas son zonas en las que el
esmalte dentario pierde la sustancia fundamental interprismatica del esmalte y su
evolucion da lugar a la pérdida o disolucion de este tejido.* Por lo que, el objetivo
de esta investigacion es emplear probidticos para disminuir la proliferacion de
microorganismos en la biopelicula dental extraida de pacientes en tratamiento

ortodéncico en un estudio in vitro.



2. ANTECEDENTES

2.1. HOMEOSTASIA DE LA MICROBIOTA ORAL

La microbiota oral es uno de los ecosistemas microbianos mas complejos, e incluye
bacterias, archaea, hongos, protozoarios y virus. En la actualidad, las técnicas de
secuenciacion y el andlisis del genoma a gran escala han permitido edificar bases
de datos gendmicas, realizar linajes microbianos especificos y conocer que no
solamente forman parte de la microbiota oral humana unos 600 o 700 taxones, sino
gue se calcula que el nimero de filotipos podrian estar alrededor de 19,000. Esta
amplia diversidad microbiana hace que sea importante entender coOmo estan
constituidas estas comunidades de microrganismos a nivel de la cavidad oral, cémo
interactian y mantienen su homeostasis en el ser humano, teniendo en cuenta que
esta cavidad es la puerta de entrada de posibles infecciones del sistema

gastrointestinal y respiratorio.*

La colonizacion de la mucosa bucal comienza en el recién nacido al momento del
parto con el establecimiento de especies pioneras pertenecientes al género
Streptococcus, aunque adquirimos los microorganismos ya durante nuestro
nacimiento, factores como edad, género, alimentaciéon, ambiente o el sistema
inmune del propio individuo los modificaran con el paso del tiempo. Es entonces
que hasta alrededor de los 3 afios la microbiota se vuelve estable y de acuerdo a

las condiciones de la cavidad oral, varian los tipos y la proporcion de las bacterias.?



En cuanto a la cavidad oral sana, estd4 caracterizada por una microflora en su
mayoria por Phylum Firmicutes (género Streptococcus, familia Veillonellaceae,
género Granulicatella), Proteobacteria (género Neisseria, Haemophilus),
Actinobacteria (género Corynebacterium, Rothia, Actinomyces), Bacteroidetes
(género Prevotella, Capnocytophaga, Porphyromona) y Fusobacteria (género
Fusobacterium). En un estudio realizado a partir de placa dental de nifios libres de
caries, se reporta una mayor frecuencia de Streptococcus sanguinis, Abiotrophia
defectiva, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis y Streptococcus sanguinis.
Otras comunidades bacterianas relacionadas a pacientes en condiciones libres de
caries son Cordiobacterium, Rothia, Kingella, Aggregatibacter o Mannheimia, que,
a pesar de ser abundantes, algunas son poco conocidas por ser parte de grupos

que no pueden ser cultivados en el laboratorio. 2

Entonces podemos definir la microbiota oral normal de un individuo como el
conjunto de microorganismos que colonizan permanentemente a la mayoria de los
individuos sanos de la poblacion, y que ejercen sobre éstos un efecto beneficioso al
encargarse de: impedir la colonizacion por otros microorganismos no adaptados a
ese habitat (fendbmenos de competencia interespecie), activar el sistema inmune.
Por ejemplo, estimulando la produccion de IgA secretora y producir nutrientes
esenciales. Por ejemplo, algunas especies como E. coli o Bacteroides sintetizan
vitamina B y K, ademas de enzimas capaces de desconjugar sales biliares y

hormonas sexuales.!



No podemos olvidar que un gran numero de infecciones hospitalarias y
extrahospitalarias son causadas por microorganismos pertenecientes a nuestra
propia microbiota (estafilococos, estreptococos, hongos etc.) y no por las especies
ambientales que constantemente estan en contacto con nosotros. Ya que la cavidad
oral posee una microbiota caracteristica, debido a las condiciones peculiares de
nutrientes, pH y humedad, y muy variable en funcién de distintos factores que
confluyen localmente. La mayoria de estos microorganismos mantienen una
relacion con el huésped basada en beneficios mutuos, como es el no causar dafios
a nivel oral y permitir que las poblaciones comensales puedan mantener a las
especies patdgenas estables, al imposibilitar que se adhieran a las superficies

mucosas.!

Sin embargo cuando existe en la microbiota oral una alteracion del metabolismo
realizado por las bacterias orales asi como en su composicion, incrementando el
namero de patdgenos oportunistas, se le denomina disbiosis, siendo esto la causa
de las enfermedades que con mayor frecuencia se presentan en boca; caries y

enfermedad periodontal.*

2.2. ALTERACION EN LA HOMEOSTASIA DE LA MICROBIOTA ORAL

El cuerpo humano funciona como un sistema coordinado, asi los problemas de
salud general afectan a la salud de la boca y viceversa. Ante enfermedades
consideradas complejas y multifactoriales (la vida moderna, el estrés, tabaco,
alcoholismo, malos habitos alimenticios, el consumo excesivo de medicamentos

tales como antibiéticos, antimicaticos y antivirales) como son las de la boca, cada
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vez mas, los nuevos enfoques deben ser multidisciplinarios donde los abordajes por
parte del odontélogo y de los médicos tratantes deber ser locales y sistémicos, sin
agravar el desequilibrio en el que se encuentra el paciente por la enfermedad o
alteracién que lo aqueja. Es asi que las infecciones bucales crénicas en tejidos
blandos provocan procesos inflamatorios liberando sustancias pro-inflamatorias
como citoquinas, que a través del sistema circulatorio acceden a cualquier &rea del
organismo aumentando el riesgo de problemas -cardiovasculares como
hipertension, musculares, digestivos, diabetes, etc. Es por esto que el resolver las
enfermedades crdnicas orales, sus signos o sintomas y el mantener la salud de la
boca deben considerarse una pieza clave en la prevencion de problemas sistémicos

para la salud general.®

Como anteriormente se mencioné el establecimiento de la microbiota oral es un
proceso dinamico y complejo que depende principalmente de factores externos. En
primer lugar la via de nacimiento es decisiva para que la colonizacién sea adecuada,
diversos estudios epidemioldgicos han encontrado que los nifios que nacen por
cesarea muestran una mayor frecuencia de S. mutans, y son mas susceptibles a
caries que los nifios que nacen por parto natural, de igual forma los nifios que fueron
alimentados con férmula. Ademés durante su desarrollo el recién nacido es
expuesto al uso de antibiéticos, los cuales modifican completamente la microbiota
original, llevando a la propagacion de especies patdgenas y el establecimiento de
una microbiota muy similar a la encontrada en pacientes con enfermedades crénico
degenerativas. La dieta influye notablemente en que la microbiota oral cambie a un

estado de disbiosis, principalmente una dieta alta en carbohidratos. Por otro lado
8



algo poco estudiado es el efecto que tiene la realizacion de restauraciones dentales
o la introduccion de aparatologia fija con fines ortodoncicos sobre la microbiota, sin
embargo existen multiples reportes que al introducir aparatologia ortoddncica se
acrecienta la frecuencia de caries y gingivitis, esto tal vez debido a que se rompe la

homeostasia de la microbiota de la cavidad oral.*

Con todo lo mencionado podriamos concretar que las funciones de la microbiota
oral son las siguientes: Mantener el estado de salud del huésped, incrementar la
resistencia a ser colonizados por microorganismos ajenos a la microbiota normal,
reducir el riesgo de superinfeccidén por parasitos endégenos, contribuir al desarrollo
del huésped en el ambiente natural, contribuir a la nutricibn del huésped,
detoxificacion de compuestos ingeridos, potenciar el desarrollo del tejido linfoide,
eliminar las aminas aromaticas heterociclicas, desmetilacion de metil-mercurio.
Lafuncion de la microbiota oral es impedir implantacion de patégenos
oportunistas, colaborando con los mecanismos de defensa del huésped para
controlar el crecimiento y reproduccién de los microecosistemas que moran en la
cavidad bucal. Cuidar la composicion de estos microsistemas bidticos permite
prevenir enfermedades locales y sistémicas para disminuir las consecuencias

asociadas a problemas que tengan relacién con su permanencia en la boca.®

2.3. DISBIOSIS
El hecho de que una persona esté sana, sin patologia en la cavidad oral, viene
determinada por el equilibrio ecologico entre la flora bacteriana y el huésped. Esto

nos permite mantener un estado saludable de las distintas estructuras, bien sean
9



dientes, tejido de soporte, lengua, paladar, labios, mejillas, piso de la boca, mucosa,
etc. Dicho equilibrio o relacion puede verse afectado por diversos factores como
son: la alteracion de algun mecanismo de defensa, la terapia antimicrobiana, los
hébitos la introduccién de materiales restaurativos. Si se pierde la correcta relacion
microbiota — individuo aparece lo que conocemos como disbiosis que consiste en la
alteracion del ecosistema por el incremento de una de las especies implicadas en
él. Esto puede dar lugar a productos toxicos que dafian no solo la cavidad bucal si
no el organismo.?

2.4. APARATOLOGIA FIJA EN ORTODONCIA Y SU RELACION CON LA

DISBIOSIS ORAL

La utilizacién de aparatos de ortodoncicos se hizo posible desde 1728 por el doctor
Pierre Fauchard y tiene como objetivo el establecimiento de una oclusién funcional.
Para llevar a cabo este tratamiento el paciente permanece con aparatologia fija de
ortodoncia durante varios meses e incluso afios para reestablecer una oclusion
funcional y estética, con esto es necesario que el profesional de la salud bucal
motive a su paciente para mantener, modificar e instaurar habitos de higiene oral ya
gue estos aparatos dificultan el cepillado dental y esto conduce a la formacién de
placa, por lo tanto, actlan como retenedores de microorganismos lo que hace que
la cavidad oral de este individuo sea un lugar ideal para la proliferacion de
patdgenos oportunistas que resulta en la desmineralizacion del esmalte y, en

consecuencia, manchas blancas, la caries dental y la gingivitis.®
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Al encontrarse en disbiosis la microbiota bucal, uno de los principales patégenos
oportunistas que prolifera es Candida albicans, siendo su deteccién uno de los

principales marcadores de que las bacterias orales se encuentran en desequilibrio.®

2.5. CANDIDA

Candida es un hongo dimorfico que se encuentra como comensal colonizando la
mucosa bucal en forma de levadura, y cuando se encuentra en forma de hifa es
capaz de producir infeccién en el huésped. Se conocen 17 especies de Candida
que son causantes de infecciones en humanos. Candida albicans es la especie mas
comunmente aislada de la boca de pacientes, tanto sanos como enfermos en un
60-80%, otras especies aisladas de boca son C. glabrata, C. krusei, C.
parapsilopsis, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. kefyr y C. guilliermondii, la
colonizacion de la boca por Candida comprende un proceso dinamico, que incluye
la entrada del hongo en la cavidad oral, la adherencia a las células del huésped, la
penetracion de los tejidos y su permanencia en la cavidad oral, todos estos pasos
estan influenciados por el sistema inmune del huésped y las poblaciones
bacterianas de la boca, por lo que las interacciones de Candida con bacterias son

potencialmente importantes.’

Existen multiples estudios en los cuales se encuentra una mayor poblacion de
especies de Candida, en pacientes que utilizan aparatos ortodoncicos, ademas se
detecta un incremento de lesiones cariosas en cuya etiologia Candida parece jugar
un papel importante. Aunque ya se ha demostrado que el origen de la caries es

multifactorial con un requerimiento absoluto de un biofilm acidogénico que produce

11



un ambiente propicio para que multiples especies bacterianas den lugar a grandes
cambios ecoldgicos todo esto, en combinacion con las variaciones del pH, son
factores para el desarrollo de enfermedades de la cavidad oral. Por otro lado,
investigadores como Hara y Zero demostraron que no solo el S. mutans es el
microrganismo que esté en relacion con la caries, se ha demostrado que existe una
asociacion entre especies de Candida y caries. Naidu lo demuestra en su estudio y
concluye que la presencia de Candida se correlaciona con el estado de la caries, y
también que Candida y la caries estan inversamente relacionados con la edad,
siendo los pacientes con menor edad los mas afectados. Este mismo estudio mostré
un predominio de Candida albicans con un 78% siendo similar a otros estudios en
los que se encontré un 80,87% y 93,75% de aislamiento de Candida albicans en
pacientes con alto indice de caries a diferencia de C. tropicalis, C. parapsilosis, y C.
krusei, encontrandose en menor porcentaje, lo que sugiere que Candida albicans

esta presente en todos los individuos que presentan caries.’

Por otro lado en pacientes con aparatologia conformada con resinas acrilicas, el
tratamiento contra candidiasis oral es comun, sobre todo la de tipo eritematoso
localizada en el paladar en contacto con el acrilico del aparato, Mezzari vy
colaboradores afirman que Candida albicans es la especie mas comun con
aproximadamente 60% de las infecciones en estos pacientes, seguido de especies
no albicans tales como C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C. dubliniensis, C.

parapsilosis y otras.®
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Este proceso de infeccion es importante y es poco reportado en las consultas
periédicas que tiene el paciente bajo tratamiento de ortodoncia. Segun algunos
investigadores, la presencia de Candida albicans podria ser considerada como el
factor principal en la aparicion de estas lesiones de la mucosa. Ya que el hongo se
localiza en el borde y sobre la superficie de la placa microbiana de aparatologia fija
y removible empleada en tratamientos de ortodoncia y la lesion sera el resultado de
la produccion de toxinas considerablemente irritantes. Diversos estudios han
demostrado la presencia de especies de Candida en donde los microorganismos
que se encuentran encerrados en una matriz extracelular autoproducida y estan
protegidos de la accion de los agentes antimicrobianos, la saliva y las células

inmunes del huésped.” 8°

Ademas el paciente bajo tratamiento ortodoncico es un huésped susceptible para el
desarrollo de candidiasis diseminadas, considerando que el conjunto de brackets,
ligadura y arcos actian como un foco de probable diseminacion que puede llevar a
candidiasis esofagicas o candidemias cuya frecuencia es relativamente baja, pero
cuando se presentan se asocian a una elevada mortalidad, ademas de esto una
alteracién en la microbiota no solo oral si no también sistémica llevando al paciente
a problemas como hipertensién, diabetes, problemas gastricos, respiratorios que
afectan su desarrollo. Por lo anteriormente expuesto es necesario llevar a cabo una
adecuada higiene de los organos dentarios y de la aparatologia fija en ortodoncia
para controlar la proliferacién de Candida y otros patdgenos oportunistas, para lo
cual existen en el mercado muchas opciones de desinfectantes.” 0. 11
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2.6. ANTISEPTICOS PARA EL CONTROL DEL DESARROLLO DE CANDIDA
EN PACIENTES BAJO TRATAMIENTO ORTODONCICO

La desinfeccidn de los aparatologia fija y/o removibles de pacientes en tratamiento
puede realizarse por diversos medios uno de ellos es la desinfeccién con Gluconato
de Clorhexidina que depende del pH (5.5 a 7), esta puede ser particularmente util
en individuos con dificultades para eliminar la placa (técnica de cepillado deficiente,
apifiamiento dentario, etc.) y en aquellos que se hallan en riesgo de tener hiperplasia
gingival por el uso de los aparatos protésicos. En colutorio se emplea en
concentraciones del 0.12 al 0.2%, enjuagando la boca durante medio minuto, 2
veces al dia con 10-15 ml de solucion. La clorhexidina absorbida a la hidroxiapatita
inhibe la colonizacion bacteriana. La solucion de clorhexidina es exclusivamente
para uso local y no debe tragarse, su preparacion contiene alcohol al 12%, lo que
es preocupante ya que el uso regular de alcohol incrementa el riesgo de cancer
bucofaringeo, también puede dejar un sabor amargo tras su aplicacion que se vera
aumentado si se enjuaga la boca inmediatamente. Se recomienda evitar el consumo
de alimentos y bebidas durante unas horas después de usar el medicamento, en
caso de gue se produzca descamacion de la mucosa bucal se debe suspender su
uso, pero considerar que al diluirla en agua reduce su efecto antimicrobiano. Su uso
continuo por mas de 2-3 meses, puede presentar efectos secundarios indeseables.
En cuanto a su eficacia, estudios demuestran que la presencia de Candida en
mucosa oral pasa de ser de 62.2% y se reduce a 51.1% con el uso de gluconato de
clorhexidina asi mismo, los pacientes con aparatologia fija o removible reducen de

un 82.25 al 68.8%.1?
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En otro estudio se reporta que un enjuague bucal con gluconato de clorhexidina al
0,2% utilizado en tres momentos diferentes durante el dia fue eficaz en la reduccion
de la placa bacteriana pero no hubo un efecto significativo en el nimero de células

de Candida.1?

Otros de los antisépticos comerciales mas comunes es listerine que contiene:
Alcohol 28.4 ml; Timol 0.06 g; Eucaliptol 0.09 g; Salicilato de Metilo 0.05 g; Mentol
0.04 g; Acido Benzoico 0.150 g. En un estudio in vivo en el que se utilizé este
producto en aparatos protésicos durante un periodo de 28 dias resultdé una
reduccion significativa de la inflamacién palatina y la colonizacion de Candida de las
prétesis dentales y la mucosa palatina. Los autores también sugirieron que la
proétesis podria ser un reservorio de reinfeccion y recomiendan que el tratamiento
incluyera un tratamiento antimicrobiano de la prétesis y que esta sea retirada un
periodo de tiempo en cada dia. También se observd que la zona de inhibicién de

todos los enjuagues bucales disminuy6 con el aumento de la dilucion.'3 4

Son diversos los antisépticos que existen y que se pueden usar para la eliminacion
de microorganismos como Candida, sin embargo no restablecen el equilibrio de la
microbiota oral, solo controlan la proliferacion de patdégenos, por tal motivo existen
estudios que apoyan la idea de usar probidticos los cuales se definen segun la OMS
y la FAO como “microorganismos vivos, principalmente bacterias, que son seguros
para el consumo humano, y cuando son ingeridos en suficiente cantidad, tienen
efectos benéficos en la salud humana”. Algunas cepas de probidticos son:

15



Lactobacillus acidophillus, casei, rhamnosus, plantarum, Bifidobacterium infantis
Lactobaciullus Reuteri. Streptococcus thermophilus, Enterococcus spp,
Saccharomyces spp, lactobacillus spp y bifidobacterias que hasta la fecha no
presentan contraindicaciones y pueden prevenir las enfermedades orales en

pacientes sanos o inmunosuprimidos.*®

2.7. PROBIOTICOS

La aplicacion de los antimicrobianos a mediados del siglo XX revolucioné de una
manera muy significativa el tratamiento de las infecciones, marcando nuevas pautas
de actuacidén ante ellas; no obstante, el rapido desarrollo de resistencias hizo
necesaria la busqueda de nuevas opciones terapéuticas para el control de las
enfermedades infecciosas. Dentro de diversos conceptos, los antibiéticos se utilizan
para definir el efecto antibacteriano de las bacterias, pero otros microorganismos,
como levaduras y hongos, pueden presentar estas caracteristicas. Por esto es
importante el uso de nuevos implementos que nos ayuden a sobrellevar estos
problemas que se han generado por el uso indiscriminado de medicamentos. Estas
condiciones también son relevantes para la prevencion de enfermedades dentales
y existe un interés creciente en el uso de estrategias que no involucran a los agentes
antimicrobianos convencionales para el cuidado oral. Ha habido un cambio de
paradigma lejos del tratamiento de enfermedades dentales dirigiendo patégenos
orales especificos hacia un enfoque ecoldgico y microbiano basado en la comunidad
para entender las condiciones, como la caries y las enfermedades periodontales.

Estos enfoques reconocen la importancia de mantener el equilibrio natural de la
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microbiota oral residente y la necesidad de modular cuidadosamente las respuestas

inmunes del huésped a la microflora en un sitio.16

Uno de los enfoques que ha ganado interés en los ultimos afios es el uso de
bacterias probidticas para aplicaciones orales. El término “probidticos” se refiere a
microorganismos vivos, usados en forma de suplementos nutricionales, que
mejoran el equilibrio microbiano y tienen efectos beneficiosos sobre la salud
general. La observacion inicial de los efectos positivos de estas bacterias la hizo llya
Metchnikoff, cientifico ruso del Instituto Pasteur que consiguio el premio Nobel en
1908, quien sefialé los multiples beneficios que proporcionaba el consumo de los
probiéticos en diversos productos como el yogurth, viéndose una asociacion con
una gran longevidad y buena salud fisica en las personas que los consumen. El
término “probidtico” fue utilizado por primera vez en el afio 1965 por Lilly y Stillwell
para describir en un principio aquellas sustancias secretadas por un microorganismo
que estimulan el crecimiento de otros microorganismos, sin embargo, fue
posteriormente cuando se acufid la palabra como se conoce actualmente, aludiendo
a microorganismos incluidos en productos dietéticos que contribuyen al balance
microbiano. Los efectos beneficiosos de los probidticos en la salud humana y en la
nutricion estan siendo cada vez mas reconocidos. Diferentes grupos de trabajo que
estudian las propiedades y la funcionalidad de los microorganismos vivos en la dieta
sugieren que los probioticos desempefian un papel importante en las funciones

digestivas, inmunitarias y respiratorias, y podrian tener un efecto significativo en el
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tratamiento de las enfermedades infecciosas, especialmente en los nifios y en las

poblaciones de alto riesgo.® 17

En partes de Europa y Asia, existe un amplio consumo, ya que se cree que
proporcionan efectos provechosos para la salud, esto incluye a los probiéticos y los
prebidticos. Es importante diferenciar de otros elementos los “prebidticos” (por
ejemplo, fructanos de tipo inulina, maltodextrina, fructooligosacaridos vy
galactooligosacéaridos) que son oligosacéridos no digeribles que afectan a la
proliferacion de bacterias comensales residentes que pueden ejercer efectos
probidticos. Mas recientemente, se ha modificado la definicibn para incluir
ingredientes selectivamente fermentados que permitan cambios especificos en la
composicién y/o actividad de la microflora residente que confieren beneficios locales
y generales al bienestar y salud del huésped. Los estudios de prebibticos se han
centrado principalmente en la microbiota gastrointestinal y beneficios para la salud;
existe poca investigacion sobre la cavidad oral. El principal mecanismo de accion
de los prebidticos es indirecto, es decir facilitando la proliferacién de componentes
beneficiosos de la microbiota residente, con efectos probidticos resultantes de las
acciones de estas bacterias .Hay pruebas de que algunos prebiéticos también
ejercen efectos directos sobre el huésped, independientemente de sus efectos
sobre las poblaciones bacterianas residentes. Estos incluyen la estimulacion de la
expresion de IL-10 y el interferén vy, el incremento de la secrecidon de IgA, la
modulacion de las respuestas inflamatorias a patégenos y la estabilizacion de la
barrera. Ademas, se han disefiado prebidticos con funcion mejorada. Estos
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derivados de oligosacéaridos contienen azlcares que son receptores de células
epiteliales especificos a los que se adhieren los patdgenos y, por lo tanto, facilitan
sitios de adhesion "sefiuelo" y provocan que los patégenos se adhieran a los

contenidos luminales en lugar de a las células epiteliales.*®

Por lo general pero no de manera exclusiva los probioticos son bacterias “acido
lacticas”, principalmente pertenecientes a los géneros Lactobacillus (L. acidophilus,
L. casei, L. delbrueckii subsp. bulbaricus, L. plantarum, L. salivarius, L. rhamnosus,
L. johnsoniiy L. reuteri) y Bifidobacterium (B. bifidum, B. infantis, B. breve, B. longum
y B. lactis). Otros microorganismos probiéticos son Streptococcus thermophilus,

Enterococcus faecalis, Saccharomyces boulardii y Escherichia coli Nissle.’

La justificacion para su uso en la atencion de la salud oral se deriva del aumento de
la evidencia que apoya sus demandas de beneficio para una gama de

enfermedades, especialmente en el tracto gastrointestinal.'®

La diversidad de condiciones que pueden beneficiarse de la ingestion de probidticos
muestra la variedad de mecanismos que pueden estar involucrados en sus acciones
y que algunos efectos son sistémicos y no solo locales. Es probable que estos
mecanismos varien segun la cepa o combinaciones especificas de cepas utilizadas,
la presencia de probidticos y la afeccion que se esta tratando, asi como la etapa del
proceso de enfermedad en la que se administra el probidtico.

Se han propuesto numerosos mecanismos que incluyen:
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e Competencia con los patdgenos por sitios de union, nutrientes y sustratos
disponibles.

e Secretan diversas sustancias antimicrobianas, tales como acidos organicos,
perdxido de hidrégeno y bacteriocinas.

¢ Previenen la adhesion e invasion de bacterias patdgenas.

e Modifican el medio ambiente circundante mediante la modulacion del pH 'y /
o del potencial de oxidacion y reduccion, lo cual puede comprometer la
capacidad de los patdgenos para establecerse.

¢ Interfieren con factores de virulencia de microorganismos.

e Alteran la actividad metabdlica de la microbiota.

e Regulan la permeabilidad y favorecen el desarrollo de especies menos
patdgenas en la microbiota oral.

e Modulan la inmunidad natural y la respuesta inmune adaptativa.3 16 17

Debido a que los estudios en relacion a probidticos y candidiasis oral en pacientes
con tratamiento ortodéncico son escasos, este estudio busca aportar evidencia
sobre el uso de probidticos como coadyuvante al tratamiento y prevencion de la
colonizacion por Candida aislada de aparatos ortoddncicos, aportando nuevas
opciones de tratamiento para la disminucién de este patdégeno en pacientes sanos
o inmunosuprimidos.’

2.8. USO DE PROBIOTICOS PARA EL CONTROL DE LA PROLIEERACION

DE CANDIDA EN PACIENTES BAJO TRATAMIENTO ORTODONCICO

Las dos marcas comerciales de probidticos utilizadas en este estudio son:
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1. ProBiseis que contiene; Lactobacillus: acidophillus, casei, rhamnosus,
plantarum, Bifidobacterium infantis y Streptococcus thermophiullus.

2. ProBucal-D que contiene: Lactobaciullus Reuteri.

El uso de bacterias probidticas contra las infecciones microbianas ha surgido como
una técnica terapéutica alternativa para las infecciones por Candida en vista de las
limitaciones de los antifingicos actualmente disponibles. En términos terapéuticos,
se sabe que los probidticos reducen las infecciones por Candida en diferentes
sistemas de o6rganos del cuerpo humano y generalmente se consideran
beneficiosos para la salud en general. Recientes investigaciones sugieren que la
combinacion de probibticos con opciones de tratamiento tradicionales genera

mejoras en los resultados y la resolucién de la enfermedad.!®

Respecto a los probioticos para la salud oral, aunque su uso es menos habitual a
pesar de los resultados obtenidos en varios estudios y al desarrollo de productos
comerciales con estos componentes. Se ha propuesto que las propiedades ideales
de éstos serian: union a superficies dentales, produccion de sustancias
antimicrobianas contra los patégenos orales, alteracion de las condiciones
ambientales de la cavidad bucal y reduccion de la respuesta inflamatoria. Estudios
clinicos recientes consideran a los probiéticos como una alternativa de tratamiento
valida en el control de las enfermedades orales que producen virus, bacterias y

hongos.®

El efecto de los probioticos sobre la colonizacion de Candida, ha sido investigado,

dando como resultado datos en los que se reporta una prevalencia disminuida de
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recuento de Candida albicans reduciendo también los factores de virulencia. La
inhibicion de estos factores de virulencia en Candida albicans es una herramienta
importante para el tratamiento de la candidiasis. Varios estudios en la literatura
revelaron que algunas cepas de Lactobacillus fueron capaces de inhibir Candida
albicans a través de la produccion de bacteriocinas, alteraciones ambientales a
través de la produccién y secrecion de moléculas derivadas del metabolismo del
acido lactico y peréxido de hidrégeno o inclusive por inhibicibn mecénica de la
adhesién. Las bacterias probidticas también son capaces de modular el sistema
inmunoldgico de sus huéspedes por medio de la producciéon de citoquinas y la
estimulacion de la actividad celular, diversos estudios manifiestan que la reduccion
de esta especie se da posterior al consumo de los productos como quesos, yogurth,
pastillas y soluciones con probidticos afiadidos, que contiene diversos lactobacilos
y especies de bifidobacterias, la mayoria de estos estudios realizados sobre
muestras tomadas de pacientes mayores portadores de protesis removibles y cepas
de Candida ATCC. En diversos estudios sobre L. reuteri se logré colonizacion en
la mayoria de los pacientes periodontales que recibieron un probi6tico, pero el
estudio sélo dur6 14 dias. La microbiota residente de los pacientes con aparatologia
ortoddncica fija en adolescentes parece ser menos estable y mas sujeta a flujo que
las comunidades microbianas residentes en adultos, y tal vez sea en éste tipo de
pacientes que se lograran influencias a largo plazo sobre las poblaciones

residentes.16

Los estudios de la influencia de L. reuteri ATCC en los Streptococcus mutans y

Lactobacillus indicaron que los beneficios observados pudieron ser debidos a
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efectos sistémicos mas que a la colonizacion de la boca por la bacteria probiotica.
Los probioticos han sido eficaces en algunas enfermedades inflamatorias cronicas
que implican la desregulacion de las respuestas inmunitarias como Artritis y
enfermedad de Crohn. Algunos de los efectos sistémicos requeridos para los
probidticos son la inmunomodulacion, la alteracion de la produccion de mucina, la
estabilizacion de las barreras mucosas, el aumento de las defensas IgA, los efectos
sobre los neutroéfilos y las células dendriticas y la mejora de la salud 6sea influyendo
en el hueso, contenido mineral y estructura. La inflamacion cronica y la resorcion
Osea contribuyen significativamente a la patogénesis de las enfermedades
periodontales, y es posible especular que algunos de estos efectos sistémicos
podrian proveer una proteccion relacionada en contra las enfermedades
periodontales. También es posible que la colonizaciébn de un sitio pueda
proporcionar proteccion indirecta en otros sitios mediante mecanismos distintos de
los efectos sistémicos. Por ejemplo, la disminucién de la colonizacién de la lengua
puede reducir los depdsitos para la colonizacion de la placa. La placa supragingival
y la placa subgingival estan intimamente vinculadas, ya que la placa supragingival
se extiende hacia abajo del diente para formar la placa subgingival, por lo que los
cambios en la placa supragingival influirdn en la composicién futura de la placa
subgingival. Los lactobacilos asociados con la salud periodontal fueron raramente
aislados de muestras subgingivales. Sin embargo, se encontré que estas bacterias
inhibian el crecimiento de ciertos patdgenos periodontales. Por otra parte estudios
realizados con un consumo de 12 semana mostraron que L. reuteri reduce
significativamente la prevalencia de Candida de un 72% a un 51%, observandose
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que el crecimiento de Candida fue obstaculizado, esto se debe a que L. reuteri
produce una toxina similar al peréxido de hidrogeno llamada reuterina, que dificultan
el crecimiento de Candida a través de inhibicion selectiva. También hay una
posibilidad de que favorezca al sistema inmune mediante inmunomodulacién a
través de la barrera mucosa y con un aumento en la produccién de IgA. Las mezclas
de probioticos en la que se contiene L. rhamnosu, también muestran una fuerte
inhibicion in vitro de Candida albicans, debido al pH bajo y a la produccion de
peréxido de hidrogeno, L. rhamnosu ademas tiene un gran potencial que produce
exopolisacérido y aumenta su adherencia al sustrato teniendo una accion
inmunomoduladora, regulando las citocinas como TNF-alfa, IL-6, IL-12 e IL-10, y ha
demostrado en la cuantificacion de unidades de colonias de Candida albicans una
disminucién del 52.2% en su crecimiento posterior a la interaccion con las células
de L. rhamnosus y una reduccidon del 48% en la actividad metabdlica, también
disminuy6 el crecimiento de Candida albicans en un 39,4% esto sugiriere que las
bacterias probidticas interferian tanto con el crecimiento como con la actividad
metabdlica de los biofilms de Candida albicans, otro de los probidticos utilizados es
L. Acidophilus bacterias lacticas con baja capacidad de produccion de acido lactico
tiene caracteristicas beneficiosas significativas, tales como: modulacion beneficiosa
de la actividad metabdlica de las bacterias intestinales, prevencién de la diarrea
asociada con antibidticos, preservacion de la integridad intestinal durante la
radioterapia, estimulacion de las respuestas del sistema inmunoldgico, aumento de

la disponibilidad de hierro, reduccién de la flora bacteriana vaginal y la produccion
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de sustancias antimicrobianas que actlan contra otras bacterias, virus, protozoos y

hongos.tt 15

Lactobacillus  plantarum un lactobacilo  heterofermentativo  facultativo,
metabdlicamente muy flexible y versatil, ha sido muy investigado debido a su amplia
capacidad de adaptacion y sus numerosas aplicaciones, las investigaciones sobre
este probiodtico se centran en las respuestas bacterianas a factores de estrés como
el choque térmico, la presencia de altas concentraciones de acido lactico y la bilis,
asi como pH bajo y etanol, este lactobacilo ha sido estudiado en conjunto con otras
bacterias como Streptococcus thermophilus que proporciona beneficios a la salud
por su produccion de exopolisacaridos que tienen diversas funciones como son la
proteccion celular contra sustancias toxicas, ambientes limitantes y otros
antagonistas, secuestro de cationes esenciales, colonizacion y reconocimiento
celular, estos probidticos han sido estudiados en el consumo de productos
comestibles que han beneficiado la salud del huésped y contrarrestan la

patogenicidad de bacterias como Candida.®®

Bifidobacterium infantis es otra de las bacterias que han sido estudias, estas
bacterias son habitantes naturales del tracto gastrointestinal que representan del
3-10 % en la microflora del adulto y el 90% en los infantes alimentados con leche
materna. Este grupo bacteriano tiene un papel vital en el balance microbiano
intestinal y en la modulacion de la respuesta inmune del huésped asi como L. reuteri

ya menciona anteriormente que en conjunto ha representado un tratamiento
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alternativo para la reduccién de las infecciones por Candida en pacientes mayores

portadores de protesis.?°

L. rhamnosus, L. rhamnosus y Propionibacterium freudenreichii, Sermani, redujeron
la prevalencia de Candida, por otra parte el uso de los probi6ticos con las cepas L.
rhamnosus, L. acidophilus y B. bifidum, también realizado en pacientes de edad
avanzada portadores de protesis removible con candidiasis oral asintomatica

mostro eficacia al reducir la colonizacion de Candida en la cavidad oral.?!

Esto nos demuestra que las intervenciones dietéticas simples y relativamente
baratas como el consumo de productos como yogurt, queso o pastillas con
probiéticos, que no presentan efectos secundarios, pueden considerarse como una
base para el tratamiento o la prevencién de la candidiasis oral y que es posible que
los subproductos metabdlicos de estos probiéticos puedan interferir con las
propiedades de union o la actividad metabdlica de Candida albicans. Lo que sugiere
que los productos en los que pueden encontrarse estos lactobacilos, en diversas
combinaciones y su consumo ayuda a reducir, prevenir, y modificar la presencia de
Candida en la cavidad oral, siendo un tratamiento en pacientes susceptibles a
candidiasis oral, por la disbiosis que se ocasiona al ser portadores de aparatos
ortodéncicos, estos probidticos puede aliviar y reducir el potencial patégeno de
especies de Candida. Ya que diversas investigaciones mostraron una reduccion
significativa en el recuento de unidades formadoras de colonias de esta especie asi
como la reduccion de sintomas en pacientes con candidiasis oral. Con todo esto,

existe una necesidad de investigacion en aislados de Candida albicans con el
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objetivo de prevenir o tratar enfermedades orales causadas por este hongo en

pacientes portadores de estos aparatos.?? 23

La mayoria de las enfermedades bucales son de naturaleza polimicrobiana y
resultan de cambios ecolégicos complejos en la microbiota residente. En caries, la
capacidad de las bacterias para colonizar la placa, producir acido y sobrevivir bajo
condiciones de pH bajo son de gran importancia y estas propiedades no estan
restringidas a pocas especies. Por lo tanto, los enfoques altamente focalizados
pueden tener un éxito limitado, ya que hay tantos otros microorganismos que
pueden ocupar un nicho similar. Ademas, se ha hecho hincapié en la identificacion
de probidticos que tendran un efecto sobre las bacterias que tienen fuertes
asociaciones con enfermedad establecida o grave. En el momento en que estas
especies son frecuentes, la enfermedad esta bien establecida y el sitio ya esta en
crisis; Un enfoque terapéutico mas eficaz que el objetivo de estos patégenos podria
ser inhibir el crecimiento o la actividad de las uniones microbianas que estan
asociados con la transicién de la salud a la enfermedad. Los avances que se han
producido en las tecnologias utilizadas para detectar y caracterizar las poblaciones
microbianas estan llevando a una caracterizacion mas detallada de la microbiota
asociada con fases especificas de la salud y la enfermedad por lo que este enfoque
se esta convirtiendo en una posibilidad realista. Por ultimo, existe una amplia
aprobacioén de la importancia de la ecologia oral.16

A pesar de la alta prevalencia de infecciones por candidiasis oral en poblaciones
predispuestas en todo el mundo y cronicidad de estas enfermedades, existen pocos

estudios in vivo que evalluen el efecto de los probidticos sobre la supresion de la
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candidiasis oral. Estos indican que los probiéticos pueden ser un complemento util
en la batalla contra la candidiasis oral, especialmente como agente profilactico en
individuos inmunocompetentes. Las caracteristicas que les permiten ser probioticos
y la seleccion de las cepas para la enfermedad son complejas pero esenciales.
Algunas cepas probidticas han estado en uso durante muchos afios y tienen
excelentes registros de seguridad. La mayoria de las bacterias probiéticas son
débilmente proteoliticas. El uso de probibticos para uso en aplicaciones de atencion
oral esta ganando impulso. Cada vez hay mas pruebas de que el uso de cepas
probibticas existentes puede proporcionar beneficios para la salud bucal. Pero se
necesitara mas trabajo para optimizar y cuantificar completamente el alcance de

este beneficio.?*
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen numerosos microorganismos en la boca, una disbiosis (de etiologia
multifactorial, entre ellos la utilizacibn de aparatologia fija ortodoncica) en la
microbiota oral puede ocasionar superinfecciones resultando en complicaciones
durante el tratamiento ortodéncico ademas de comprometer la salud oral y general
del paciente. Se ha identificado que Candida es uno de los principales

microorganismos que proliferan en situaciones de disbiosis oral.

El uso de probidticos ha sido reportado con efectos benéficos para la salud general,
ademas de tener efecto inhibitorio en proliferacion de Candida albicans; sin
embargo, aunque ha sido reportada su actividad antifungica contra sepas orales

certificadas, es escasa la literatura que reporte estos efectos en aislados clinicos.

Por lo que surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cual sera la eficacia antifungica in vitro de dos tipos de probioticos en la biopelicula

madura de Candida albicans asilada de pacientes con aparatologia fija ortodoncica?
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4. HIPOTESIS

Hipétesis de Investigacion (Hi):
Ambos probidticos tendran eficiencia antifungica en Candida albicans ATCC y
aislado de Candida albicans proveniente de aislados clinicos de pacientes con

aparatologia fija ortoddncica.

Hipétesis Nula (HO):
Ambos probidticos tendran ineficiencia antifiungica en Candida albicans ATCC y
aislado de Candida albicans proveniente de aislados clinicos de pacientes con

aparatologia fija ortoddncica.

Hipétesis Alterna (Ha):
Ambos probiéticos tendran un efecto inocuo en el desarrollo y proliferacion de
Candida albicans proveniente de aislados clinicos de pacientes con aparatologia fija

ortoddncica.
Hipétesis Estadistica (He):

El grupo experimental obtendra diferencias estadisticas significativas (p<0.05) con

respecto a los Grupos controles.
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5. JUSTIFICACION

La aparatologia fija en ortodoncia a 30 dias de su colocacion ocasiona un
desequilibrio de la microbiota oral (disbiosis), aumentando cuando se incorporan
materiales elastoméricos y/o resinas acrilicas que lleva a la proliferacion de
C.albicans, el incremento de este patdgeno tiene un impacto en la salud de los
pacientes a nivel oral y sistémico. A nivel oral el establecimiento de la disbiosis
ocasiona una mayor susceptibilidad a caries en la cual C. albicans tiene un papel
importante, a nivel sistémico los aparatos ortodoncicos sirven como reservorio para
una diseminacién ocasionando candidiasis esofagica o candidemia. Existen
reportes en la literatura de la eficacia de diversos agentes antimicrobianos para el
control de la proliferacion de C. albicans, sin embargo a pesar de ser eficaces, estos
perpetdan el desequilibrio de las bacterias que forman parte de la microbiota oral.
Por tal motivo, recientemente se ha propuesto utilizar probiéticos para lograr
restablecer el equilibrio bacteriano y de esta manera por competencia de nichos se
dé la inhibicion del hongo, siendo éste método menos dafino para el paciente, sin
embargo los estudios que existen son solo sobre cepas ATCC, adicionalmente es
escasa la informacion reportada en literatura relevante en aislados clinicos de cepas
provenientes de aparatos ortodéncicos. Por tal motivo, este estudio aportara
informacion esencial en esta area del conocimiento acerca de la efectividad
antifingica de probioticos comerciales sobre aislados de pacientes con aparatologia
fija en ortodoncia, del mismo modo con una cepa ATCC ya que ordinariamente es

utilizada para certificar la calidad de los resultados de ensayos de laboratorio, validar
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los métodos microbiolégicos y asegurar que nuestros resultado sean técnicamente
validos, con todo esto ofrecer las bases para la realizacion de ensayos clinicos
controlados aleatorizados y asi establecer una rutina preventiva basada en
probioticos que obstaculice la proliferacion de C. albicans en pacientes con

aparatologia fija ortoddncica.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar cuantitativamente la eficiencia antifingica de dos tipos de probidticos en
Candida albicans provenientes de una cepa certificada y un aislado clinico

proveniente de pacientes con aparatologia fija ortodoncica.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la eficiencia antifiungica de probibticos contenidos en una
presentacion comercial ProBioseis en cepas de Candida albicans (ATCC o
aislado clinico) sobre un biofilm maduro.

e Determinar la eficiencia antifingica de probibéticos contenidos en una
presentacion comercial Probucal-D en cepas de Candida albicans (ATCC o
aislado clinico) sobre un biofilm maduro.

e Comparar la eficiencia antifangica de los dos tipos de probidticos evaluados
en cepas de Candida albicans (ATCC o aislado clinico) sobre un biofilm
maduro.

¢ |dentificar el tipo de probiotico més eficiente en biofilm maduro en las cepas.

e Evaluar si el efecto antifungico de los probioticos es por una interaccién célula-
célula.

¢ Realizar cultivos de los probidticos, 5 diluciones de cada grupo experimental y

control para conteo de UFC’s y lograr la estimacion cuantitativa.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de investigacion: basica
Disefio de estudio: experimental, transversal y prospectivo.

e Disefio de bloques completos de manera aleatoria.

e Se siguieron las guias de la ATLA con respecto al disefio de experimentos in
vitro y se cumplieron los criterios. (Anexo 1)

e Procedimiento que basado en el control de las condiciones permitio verificar
(apoyar, rechazar o modificar) una hipétesis y con esto dar recomendaciones
de aplicacién practica.

e Se siguieron los rasgos universales del disefio experimental:
a) La seleccion aleatoria de las unidades experimentales.
b) NUmero de repeticiones.

c) El control local de las condiciones.

Se determind si los dos tipos de probiéticos producen una diferencia en la inhibicién
del biofilm con un desarrollo maduro de C.albicans de una cepa ATCC y un aislado
clinico para medir su eficiencia antifungica. En la tabla 1 se muestran los factores y

sSus niveles.
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7.2 MUESTRA

La unidad experimental estuvo conformada por una cepa de Candida albicans

ATCC 90028 y un aislado clinico de Candida albicans proveniente de pacientes

con aparatologia fija ortoddncica previa firma de consentimiento informado por

los implicados en el estudio (participantes y/o padres).

7.3. SELECCION DE LOS FACTORES Y SUS NIVELES

Tabla 1. Descripcion de los Factores del disefio experimental

Factor Nombre Nivel Nombre

A Tratamiento Ao, A1 ProBiseis, ProBucal-D

B Cepa Bo,B1 C. albicans ATCC
90028, C. albicans a.
Clinico.

C Biofilm C:1 Biofilm maduro

El diseiio de un factor completamente aleatorizado consiste en asignar

aleatoriamente cada uno de los tratamientos a una unidad experimental (cepas de

Candida albicans ATCC o aislado clinico) y evaluar

la susceptibilidad

correspondiente. El calculo del tamafio de la muestra se hizo en base a la férmula

Resource Equation basada en la ley de las repeticiones minimas.?

E =N-T-B

Se determind una n=10 unidades experimentales por Factor en 2 experimentos

independientes.
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1. Colocacion de Candida albicans en 30 pozos para el experimento de eficiencia
los probidticos de las dos marcas comerciales en un biofilm maduro de 24 horas
de una cepa ATCC. Fig. 1

2. Colocacion de Candida albicans en 30 pozos para el experimento de eficiencia
los probidticos de las dos marcas comerciales en un biofilm maduro a 24 horas

de un aislado clinico de pacientes con aparatologia ortodoncica fija. Fig. 2

C: Control (Bacteria experimental + medio de cultivo)
A: Bacteria experimental + probidtico marca comercial ProBucal-D

B: Bacteria experimental + probi6tico marca comercial ProBiseis

10 cepas en cada uno de los experimentos numeradas del 1 al 10.

A

B

c 0000000000

Figura 1. Distribucion del grupos experimentales y
grupos controles de los probidticos en las
microplacas de 30 pozos con las cepas ATCC en un
biofilm maduro (24 horas).

A

B

c 0000000000

Figura 2. Distribucién del grupos experimentales y
grupos controles de los probidticos en las
microplacas de 30 pozos con C. albicans aislado
clinico en un biofilm maduro (24 horas).
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Por lo tanto, se utilizaron un total de 30 unidades experimentales por 2 bloques =
60 cepas (30 ATCC y 30 Candida albicans aislado clinico) para realizar este

experimento (Tabla 2).

Tabla 2. Disefio del experimento en bloque.

Factores Bloque

I
Bo" B
Ca1** Clx**

Ao*
Al++
+Probiseis, ++Probucal-D, ~C. albicans
ATCC90028, MC. albicans a. clinico,
**Bjofilm Maduro,

7.4. LUGAR DE REALIZACION
e Clinica de Ortodoncia del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en
Odontologia (CIEAO) de la Facultad de Odontologia de la Universidad

Autonoma del Estado de México (UAEMeX).

e Laboratorio de bioquimica, microbiologia y patologia de la Facultad de
Estomatologia de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi (UASLP).

e Laboratorio de ciencias basicas de la Facultad de Estomatologia de la UASLP.
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7.5. CRITERIOS DE SELECCION

7.5.1. Criterios de inclusion
e Aislamiento de Candida albicans proveniente de pacientes con aparatologia

ortodoncica fija que tenga al menos 3 meses en cavidad oral, de cualquier sexo,
gue acepten participar mediante la firma del consentimiento informado.

e Aislado de Candida albicans ATCC 90028 cepa de referencia para pruebas de
susceptibilidad recomendada por el Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI).

7.5.2. Criterios de exclusion
e Aislados contaminados por otras bacterias.

7.5.3. Criterios de eliminacion
e Aislados que no sean factibles de procesar.

7.6. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA
DEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE DE
MEDICION
Inhibicién del | Inhibicion del | Nimero de UFC en | Cuantitativa | Absoluta
biofilm de biofilm por una | ADS a partir de una | Discreta
Candida interaccion célula — | suspension celular
albicans célula mediante el | conocida 1 x 107

conteo de las UFC
de Candida
albicans en ADS
posterior a la
interaccion con
probioticos en una
suspension celular

cel / ml se
cuantificara su
disminucion
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VARIABLES DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA
INDEPENDIENTES CONCEPTUAL OPERACIONA | VARIABLE DE
L MEDICION
Probidtico Microorganismos Tipo de Nominal Nominal
ViVOs que son probidtico de | AO=Probiseis
capaces de inhibir | acuerdo a las | A1=Probucal
el crecimiento de | especiesque | -D
cepas patogenas | componen la
mezcla
Cepas de Candida Célula eucariota Tipo de Nominal Nominal
fangica con aislamiento de | BO=C.
rasgos acuerdo al albicans
genotipicos y origen, cepa | ATCC 90028
fenotipicos de | de referenciay | B1=C.
acuerdo al origen un aislado albicans
del cual proviene clinico oral | aislado
clinico
Maduracion del Células Etapas para la | Nominal Nominal
biofilm planctonicas que | formacion del | CO= Biofilm
se adhieren a una | biofilm en una | maduro

superficie forman
una comunidad
protegida por una
matriz
extracelular

etapa inicial
1.5h las
células se
adhieren
levemente al
sustrato a las
7.5hr
fuertemente y
a las 25.5h hay
agregacion de
microcolonias
seguido por la
maduracion de
la biopelicula
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7.7. PROCEDIMIENTO

Se determiné el efecto directo que tienen las células bacterianas probiéticas de dos

marcas comerciales sobre el desarrollo del biofilm de C. Albicans. Una suspension

celular de probidticos se afiadié a C. albicans (ATCC y aislado clinico) en la fase de

maduracién secundaria o0 madura del biofilm. La viabilidad celular fue determinada

por el conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Fig.3

Ensayo con suspension de células probioticas

Adhesion Colonizacion inicial Maduracion
L | |
f T ¥
| | | |
I ! 6 h I 18 h |
Dlh 1.5h ?.i h 255 h
C. Albicans Adicidn Lactobadilius: addophillus, cased, x’

rhammasus, plantarum, Bifidobacterium

ATCC, aislado clinico infantiz y Streptocoocus thermophiulies.,

Lactobaciulius Reuter

Cuantificacion de
UFC de C. albicans

| | | |
I I 24 h I 24h I
a7eC 17:c
Oh 1.5 h 7520 rpm 25.5 h 75-80 rpm

Figura 3. Descripcién del experimento con base en laformacion de biofilm.
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7.7.1. METODOS MICROBIOLOGICOS

Microorganismos

Candida albicans ATCC 90028 y un aislado clinico proveniente de pacientes con

aparatologia ortodoncica fija. Fig. 4y 5

Figura 4. Colonias de C. Figura 5. Colonias de C.
albicans ATCC. albicans de aislado
clinico.

Los probioticos seleccionados fueron dos marcas comerciales Probucal-D (L.
reuteri) y ProBiseis (lactobacillus: acidophillus, casei, rhamnosus, plantarum,
bifidobacterium infantis y streptococcus thermophiullus) este probiodtico fue
previamente estudiado, en donde se pudo caracterizar e identificar mayor
crecimiento de lactobacillus, mostrando mayor concentracion y mejor efecto de
inhibicion de C. albicans ATCC. (Evaluacion in vitro del efecto antagdnico de
lactobacillus recuperados de formulaciones probidticas comerciales sobre el

crecimiento de C. albicans). Fig. 6
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pastillas
sin azucar
; 08
con Probiotic: Y

ProBiseis

4

PROBIOTICOS
Suplemento Alimentico |
I Cont. 6 Sobres de 1 g c/u q

Figura 6. Probioticos comerciales seleccionados.

7.7.2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Para el desarrollo de C. albicans se sembraron en placas de Agar Dextrosa
Saboraud (ADS) ya que este medio de cultivo es utilizado para crecimiento de
mohos y levaduras patdgenas y no patdgenas el pH &cido del medio resulta
favorable para el crecimiento de los hongos y ligeramente inhibitorio para las

bacterias.

Se colocaron 50 pl de la suspension de C. albicans para 1 cultivo de ATCC y 1
cultivo de C. albicans aislado clinico de pacientes con aparatologia ortodoncica fija

con previo consentimiento informado. Fig. 7

Figura 7. Siembra de C. albicans.
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Después de 24 horas de cultivo de ATCC y C. albicans aislado, se tom6 una colonia
de cada uno de los aislados de las células y se colocaron en 5 ml de ADS para
incubarlos 24 horas a 37°C 80 RPM, 10 colonias por cada experimento (ATCCy C.

albicans aislado clinico). Fig. 8y 9

Figura 8. Seleccién de colonia Figura 9. Colocacion de
de C. albicans. colonia C. albicans en medio
ADS.

cl c2 c3| |cd| [c5 chb c7 cB c9 clo

Figura 10. Inoculacion de las 10 colonias en tubos falcon
con 5ml de Caldo ADS.

Después de 24 horas las células se recolectaron mediante centrifugacién (a 3000
rpm durante 5 minutos), se descart6 el sobrenadante y se lavaron dos veces en
solucién salina tamponada con fosfato (PBS; pH 7,2) y se resuspendieron en

infusion de cerebro corazon (BHI). Fig. 10y 11
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Figura 11. Recoleccién de células
de C. albicans mediante
centrifugacion.

Para la siembra de cepas probioticas se uso Infusion de Cerebro Corazon (BHI)
caldo. BHI es un medio muy rico en nutrientes, que proporciona un adecuado
desarrollo microbiano. La infusion de cerebro de ternera, la infusion de corazén
vacuno Yy la peptona, son la fuente de carbono, nitrégeno, y vitaminas. La glucosa
es el hidrato de carbono fermentable, el cloruro de sodio mantiene el balance
osmotico y el fosfato disddico otorga capacidad buffer para la mayor proliferacion

de las cepas probioticas.

Se sembraron las dos marcas de probiéticos en agar rogosa, puesto que es un agar
selectivo para el aislamiento de Lactobacilos y se incubaron en anaerobiosis para

su crecimiento. Fig. 12

Figura 12. Siembra de probidticos
agar rogosa.




Después de 24 horas de la siembra individual de las dos marcas de probidticos en
agar rogosa, fueron seleccionadas colonias para colocarlas en 5 ml de BHI para su

crecimiento en un medio anaerobio a 37 °C por 24 horas. Fig. 13

Figura 13. Colocacién de
células probioticos en BHI.

Las dos marcas de probioticos por separado fueron centrifugadas y lavadas con
PBS dos veces para resuspenderlas en 5 ml de BHI. Las suspensiones celulares de
C. albicans y de células probitticas se ajustaron a 1 x 107 cel / ml mediante

espectrofotometria. Fig. 14

Figura 14. Colocacion de las
suspensiones para lectura
mediante espectrofotometria.
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Para el desarrollo del biofilm de Candida albicans se utilizaron placas de
microtitulacion de 96 pocillos de fondo plano, pre-esterilizadas. Se colocaron 100pl
de las 10 suspensiones por experimento de células de C. albicans (ATCC y aislado
clinico) (1 x 10 “células / ml) en cada pozo y se incubaron durante 1,5 h a 37°C bajo
agitacion a 80 rpm. Después de la incubacion, se lavaron los pocillos dos veces con
PBS para para eliminar las células no adheridas, posterior a esto se colocaron 200pl
BHI a cada pocillo, y las placas se incubaron posteriormente durante 24 horas para

obtener un biofilm maduro de ATCC y C. albicans aislado clinico. Fig. 15

Figura 15. Colocacidn de 100 pl de suspensidn de células C. albicans.

Los sobrenadantes del biofilm fueron descartados y se afiadioé a cada pocillo un total
de 100 pl de BHI y 100 ul de la suspension celular de probioticos para la fila A 'y B,
para la fila C 200ul de BHI sin suspensién de células probidticas por ser el grupo
control en cada experimento. Las placas con los biofilms de C. albicans ATCC y
aislado clinco de 24 h de desarrollo se incubaron durante 24 horas a 37° C a 75-80

rpm.
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Pasadas las 24 horas se lavaron 2 veces los pozos con 200 pl de PBS, se afiadieron
200 pl de PBS para remover el biofilm y transferir a tubos eppendorf de 1.5 ml, se

agregaron 800 pl de PBS, para hacer diluciones seriadas hasta la -5. Fig. 16

Figura 16. Colocacion de la
suspension de cada pozo en
tubos eppendorf.

La viabilidad celular de C. albicans se determindé mediante la cuantificacién de UFC
en ADS, cultivandose 50 pl de la suspension en placas de agar de ADS de la dilucién

-3y -4. Fig. 17

Figura 17. Colocacién de 50 pl de
la dilucién -3y -4 en agar ADS.

Finalmente se realiz6 la cuantificacion de UFC de cada placa. Fig. 18
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Figura 18. Cuantificacién de UFC.

C. albicans ATCC
n=30 n=30
L e el
| | | | | |
G1 Control G2 probiseis G3 probucal G4 Control G5 probiseis G6 probucal
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Dilucién -3 Dilucién -3 Dilucién -3 Dilucién -3 Dilucién -3 Dilucién -3
UFC UFC UFC UFC UFC UFC
Dilucién -4 Dilucién -4 Dilucién -4 Dilucién -4 Dilucién -4 Dilucién -4
UFC UFC UEC UFC UEC UFC

Figura 19. Disefio Experimental.

7.8. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los ensayos se realizaron con una n de 10 para cada grupo en 2

experimentos. De acuerdo a la distribucion de los datos y prueba de homogeneidad

se realizo el andlisis estadistico mediante la prueba de ANOVA de un factor con un

valor de p<0.05 para determinar diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos, mediante el programa IBM SPSS v23e.
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7.9. CONSIDERACIONES BIOETICAS

De acuerdo con los principios establecidos en el articulo 17 del reglamento de la
Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud, esta investigacion
se considera de riesgo tipo Il, ya que consistira de un estudio experimental in vitro
en el que se utilizaran muestras microbioldgicas tomadas de pacientes bajo
tratamiento ortodoncico. Y en cumplimiento de los aspectos mencionados en la
declaracion de Helsinki, este estudio se desarrollard conforme a los siguientes

criterios:

e El conocimiento que se pretende generar no puede obtenerse por otro medio
idéneo, por lo que se justifica la realizacién de este estudio con muestras
microbioldgicas, tomando en cuenta siempre la relevancia que el estudio
tiene para la sociedad y la salud publica; considerando en todas sus etapas
la normativa de la Ley General de Salud y los aspectos establecidos en la
declaracion de Helsinki.

e Se anexard el consentimiento informado por escrito de la autorizacion para
la toma de muestra microbiolégica de acuerdo a los parametros establecidos
en el articulo 20, 21 y 22 del reglamento de la Ley General de Salud en

materia de investigacion para la salud.
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8. RESULTADOS

EFECTO ANTIGUNGICO DE PROBIOTICOS EN BIOPELICULA MADURA.

Ambos probidticos mostraron efectos inhibitorios en el nimero de UFC’s para los
grupos experimentales (G2, G3, G5, G6) encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p<0.05), los valores mas bajos de las medianas de
UFC’s fueron encontradas en el G2 (17 UFC), seguido del G5 (21.5 UFC); en
contraste, los valores mas altos de las medianas de UFC’s fueron localizados en el

G6 (29 UFC). Ver tabla 3.

Tabla 3. Resultados estadisticos descriptivos y significancia por grupos

ATC%:G%)ntrol 539 49 4707 A
Prot;?sTe(i:sC(Gz) 420 17 67.11 B
ProkﬁJT_c(aif(Gs) 316 23 26.35 c
C(’?\r:?;cflél?é4) 368 30 28.40 A
Pro’ok\)lit;giin(SGS) 214 215 13.34 D
Prcﬁ)lglccsrl(se6) 397 29 32.50 c

*Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas
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Figura 20. Imagenes representativas de los resultados de conteos de las Unidades
Formadoras de Colonias (1 x 10 7).
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9. DISCUSION

En sistemas de fluidos corrientes, cualquier sélido inmerso potencialmente puede
retener en su superficie una diversa actividad de microorganismos. La piedra toral
para que estos seres vivos puedan mantener su actividad es su capacidad de
adhesion. Los microorganismos dependen de dicha propiedad para fijarse a la
superficie, nutrirse y reproducirse, o que sean renovados. En condiciones ideales y
de salud el organismo humano sélo tiene una superficie dura natural sumergida en
un fluido como son los dientes, la cavidad oral tiene caracteristicas que dan un
potencial de proliferacion bacteriana. Los microorganismos se adhieren a la

superficie dental mediante la placa dentobacteriana.3® 3!

En el area de la Odontologia la sustitucion del tejido dentario por un material
restaurador y especificamente en la especialidad de Ortodoncia, la colocacion de
aparatologia fija en la cavidad bucal (brackets, bandas, ligadura, arcos, etc.)
establecen condiciones para que estas superficies, al estar sumergidas en un fluido
como la saliva, sean colonizadas por microorganismos. La superficie del material,
su composicion, el pH y diversos microorganismos presentes de manera normal en
la cavidad oral, pueden influir en la capacidad de adhesion de microorganismos
especificos y en la formacion de la placa dentobacteriana, lo que aumenta el riesgo
disbiosis, enfermedades, desmineralizacién en el esmalte, caries, y candidiasis oral,
particularmente un aumento de microorganismos adheridos en superficies y
espacios circundantes de aparatologia fija y/o accesorios empleados en ortodoncia

dispositivos fijjo o removibles, como arcos, ligaduras, materiales elastoméricos,
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acrilicos, etc., en este sentido se ha reportado cambios relevantes en la microbiota
oral y repercusiones inmediatas como desmineralizacion del esmalte desde el
primer mes después de la colocacion de la aparatologia fija en pacientes tratados

ortodéncicamente con una incidencia de entre 12.6% a 50%. 31.32

Por otra parte, en retrospectiva a partir del descubrimiento de microscopio y con ello
la identificacion de microorganismos patégenos, se inici6 una bulsqueda de
mecanismos para la erradicacion de bacterias y hongos como causales de
enfermedades, es entonces que se emplean vacunas y antimicrobianos que
revolucionaron de una manera muy significativa la prevencion y tratamiento de las
infecciones, sin embargo, con el tiempo las mutaciones dio paso a cierta resistencia
de microorganismos por lo que nuevamente se hizo necesaria la busqueda de
nuevas opciones terapéuticas para el control de las enfermedades infecciosas.® En
este contexto, especificamente en cavidad oral estas condiciones también son
importantes para la prevencion de enfermedades dentales y antecedentes de
esfuerzos con interés en el uso de estrategias que no involucran agentes
antimicrobianos para el cuidado oral, ademéas de mantener el equilibrio natural de la
microbiota oral residente y la necesidad de modular cuidadosamente las respuestas
inmunes del huésped a la microflora en un sitio.*® En consecuencia el uso de
“probidticos” se hace necesario para aplicaciones antes mencionadas ya que se ha
demostrado que mejoran el equilibrio microbiano y tienen efectos beneficiosos
sobre la salud general que de acuerdo con lya Metchnikoff, reportando asociacion

de longevidad y buena salud fisica en las personas que consumen probidticos
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debido a que desempeiian un papel importante en las funciones digestivas,
inmunitarias y respiratorias, infiriendo que podrian tener un efecto significativo en el
tratamiento de las enfermedades infecciosas, especialmente en los nifios y en las

poblaciones de alto riesgo. 1> 7

Por lo general pero no de manera exclusiva los probiéticos mas reconocidos son
bacterias “acido lacticas”, principalmente pertenecientes a los géneros Lactobacillus
(L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii subsp. bulbaricus, L. plantarum, L. salivarius,
L. rhamnosus, L. johnsonii y L. reuteri) y Bifidobacterium (B. bifidum, B. infantis, B.
breve, B. longum y B. lactis). Otros microorganismos probidticos son Streptococcus
thermophilus, Enterococcus faecalis, Saccharomyces boulardii y Escherichia coli

Nissle. 16

Esta investigacion evalué el eficiencia in vitro de dos marcas de probibticos
comerciales (Probiseis y Probucal D) en la inhibicion del biofilm maduro de Candida
albicans ATCC y Candida albicans proveniente de aislado clinico de la biopelicula
de pacientes con aparatologia fija de ortodoncia. Los hallazgos del estudio
demostraron inhibicién del crecimiento ambos grupos experimentales (ATCC y
aislado clinico), identificando diferencias estadisticas significativas entre las cepas.
Con respecto a la cepa probidtica la mas eficiente fue la mezcla (Probiseis) en el
biofilm maduro de Candida albicans ATCC, cabe sefalar que Probiseis contiene 4
lactobacilos, 2 bifidobacterias e inulina es considerada un simbiotico, los cuales han
sido identificados en investigaciones previas con resultados similares y en donde
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fueron evaluados por separado con diferentes combinaciones.'?® 4 Del mismo modo
otras investigaciones % & 33 sugieren con base en sus resultados que el efecto
antifingico se debe a una sinergia de accién de las diferentes cepas, y esta
combinacion de microorganismos probiéticos resulta notable contra el desarrollo y

crecimiento de Candida albicans, en nifios, adultos y pacientes geriatricos.

Es a través de éstos resultados y en congruencia con otros estudios que se puede
inferir que aunque existen alternativas farmacéuticas efectivas disponibles para el
tratamiento contra Candidiasis, en pacientes adultos mayores con protesis dentales
totales, pacientes pediatricos con prétesis 0 con aparatologia fija o removible de
ortodoncia, pacientes con xerostomia y con algun tipo de discapacidad para realizar
una buena higiene oral, la afeccién puede ser crénica o recurrente, lo que resulta
en una alteracion en la homeostasis de la microbiota oral o disbiosis, que sin
aparicion de sintomas genera una inflamacién crénica en la mucosa bucal, es asi
como uno de los efectos beneficiosos de la combinacion de probidticos actla
modulando el sistema inmunitario, este efecto puede ser el resultado de factores
que alteran la permeabilidad epitelial, inhiben la cascada inflamatoria o bien
condicionan la activacion-maduracion- supervivencia de las células dendriticas, por
lo que los probiodticos se vuelven una opcion eficiente para la prevencion y la
inhibicion de la formacion de Candida albicans en pacientes susceptibles con mayor

potencial cuando han sido medicados con antifungicos y se ha creado resistencia.
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Por otro parte L. Reuteri (probidtico contenido en Probucal D) demostré efecto
inhibitorio en el biofilm maduro del aislado clinico en esta investigacion, el
mecanismo de accion de éste probidtico es debido a la produccion de una toxina
similar al peréxido de hidrogeno, la reuterina, que puede obstaculizar el crecimiento
de Candida albicans oral a través de la inhibicién selectiva. 819 Adicionalmente a
estos datos, otros estudios reportan una interferencia sistémica a través de la
inmunomodulacion por medio de una barrera de la mucosa reforzada y el aumento
de la produccién de IgA. 7218 Estos datos coinciden con los reportados en un
estudio realizado por Pérez 2016 en donde se observd la inhibicién de S. Mutans y

Candida albicans con probiéticos comerciales entre los que se incluye L. reuteri. ©

Por lo antes descrito y los resultados en esta investigacion, L. Reuteri, resulta
interesante ya que este microorganismo se encuentra disponible comercialmente
en productos de cuidado de higiene oral con un enfoque preventivo para caries
como Biogaia Prodentis, otra de sus cualidades de acuerdo a estos resultados es la
inhibicion de Candida albicans, brindando un mayor beneficio a la poblaciéon
suceptible.3* Por lo que L. Reuteri, parece una buena alternativa para proponer mas
estudios que sustenten sus efectos in vitro y posteriormente in vivo como una buena
opcién para el tratamiento preventivo de caries y candidiasis, del mismo modo como
antifingico contra candidiasis orales ya establecidas ya que ha demostrado su

afectividad inhibitoria directa en la biopelicula de Candida albicans.

Las limitaciones de estudio radican especificamente en el nUmero de observaciones

por lo que se sugiere aumentar la muestra y continuar con la linea de investigacion
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en modelos de estudio que emulen las condiciones reales en la cavidad oral para
poder trasladar directamente estos hallazgos a estudios in vivo y posteriormente se
difunda el conocimiento al profesional en odontologia y en consecuencia en

beneficio de los pacientes.

Esta investigacion apoya la hipétesis de que los probiéticos influyen en la
homeostasis y el perfil microbiano en la cavidad oral, disminuyendo a los
microorganismos patdgenos oportunistas como Candida albicans, a través de un
método competitivo, sin embargo, se requieren mas estudios clinicos adicionales
para verificar el rol de los probiéticos en el efecto antifungico/antimicrobiano asi
como determinar los mecanismos antimicéticos, optimizar dosis orales de

suplementos probidticos para pacientes vulnerables.
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10. CONCLUSION

Los hallazgos de esta investigacion mostraron que los grupos en los que se
incluyeron probiéticos (G2, G3, G5, G6) mostraron una notable reduccion de UFC’s
de Candida albicans, lo que demostr6 una eficacia de actividad antifingica.
Especificamente los grupos G2 y G5 mostraron un potencial antifingico relevante,
lo que sugiere que la inclusion de este probidtico podria coadyuvar al tratamiento
tradicional y/o prevenir infecciones de la mucosa oral por Candida albicans en

pacientes bajo tratamiento ortodéncico.
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12. ANEXOS

Anexo 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRA
MICROBIOLOGICA

Toluca, México; a de diciembre de 2017.
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Parte 1. Hoja Informativa

La Facultad de Odontologia de la Universidad Autbnoma del Estado de México,
ademas de dar la atencién necesaria para diagnosticar y tratar enfermedades
bucales, realiza investigacion en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
en Odontologia (CIEAO), la cual se publica en revistas cientificas nacionales e
internacionales. Parte de las investigaciones que se realizan utilizan muestras
microbiolégicas que son tomadas de pacientes para la experimentacion in vitro de

efectos diversos.

A través de este documento, queremos solicitar su autorizacion para la toma de
muestra microbiolégica para utilizarlo en la investigacion “Efecto de probioéticos
en la biopelicula extraida de pacientes con tratamiento ortodoncico: estudio
in vitro”. En la cual analizaremos el efecto in vitro de la inclusién de probiéticos en
biopelicula obtenida en pacientes con tratamiento ortoddncico.

Aspectos a considerar:

e En el estudio no se podra identificar a quien pertenece la muestra y no seran
necesarios sus datos personales mas alla de su nombre y edad, los cuales
seran manejados con privacidad y absoluta confidencialidad.

e NoO existe ningun riesgo para su salud durante la toma de muestra
microbioldgica.

¢ De ninguna manera esta obligado a participar en este estudio. Aunque su
participacion seria muy (til y benéfica para nuestra investigacion, esta

participacion es totalmente voluntaria y su decisiéon de aceptar o no, sera
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respetada, y no afectara la atencidn dental que recibe normalmente en esta

clinica.
Parte 2. Formulario

Por medio de este documento, declaro y manifiesto, en pleno uso de mis facultades

mentales que:

1. He sido invitado a participar como donante de muestra microbiologica para la
investigacion titulada “Efecto de probidticos en la biopelicula extraida de

pacientes con tratamiento ortoddncico: estudio in vitro”.

2. Entiendo que los investigadores Unicamente requeriran de mi muestra

microbioldgica y de mi nombre y firma en este documento.

3. Sé que posiblemente no haya beneficios para mi persona y que no se me
recompensara por mi participacibn como donante en esta investigacion, sin
embargo, también entiendo que tal vez generaciones futuras se beneficien de la

investigacién hecha con el mismo.

4.- Entiendo que tendré el derecho de conocer los resultados de la investigacion

realizada.

Acepto de manera libre e informada participar como donante de muestra
microbioldgica en la investigacion “Efecto de probiéticos en la biopelicula extraida

de pacientes con tratamiento ortoddncico: estudio in vitro”:

Nombre y firma del donador:

Firma del investigador:

C.D. Isabel de Monserrat Osorio Bernal
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Anexo 2. OFICIO PARA TOMA DE MUESTRA

Toluca, México; a 28 de noviembre de 2017.

DR. EN C.S. EDITH LARA CARRILLO

DIRECTORA DE LA FACULTAD DE ODONTOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO (UAEM).

PRESIDENTA DE LOS H.H. CONSEJOS ACADEMICO Y DE GOBIERNO.

Anticipandole un cordial saludo, la que suscribe C.D. Isabel de Monserrat Osorio
Bernal alumna del tercer semestre de la Especialidad en Ortodoncia (Centro de
Investigacién y Estudios Avanzados en Odontologia, Facultad de Odontologia,
Universidad Auténoma del Estado de Mexico), a través de este medio solicito
atentamente su apoyo para llevar a cabo el proyecto terminal de especialidad
titulado ‘;Efecto de probidticos en la biopelicula extraida de pacientes con
tratamiento ortodéncico: estudio in vitro” en su etapa experimental, consistente en
toma .de muestra de biopelicula en pacientes con tratamiento ortodéncico bajo

consentimiento informado.

Esperando contar con su valioso apoyo, quedo atenta a sus instrucciones y quedo

de usted.
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c.c.p. Dr.en C.S. Ulises Veldzquez Enriquez. Subdire e Odontologia, UAEM.
c.c.p. Dr. en O. Rogelio José Scougall Vilchis. Coordinador del CIEAO-UAEM. . S 7
c.c.p. Dr. en Estomat. Pat. Victor Hugo Toral Rizo. Coordinador de Posgrado CIEAO-UAEM. IN ACION DE
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Anexo 3. OFICIO PARA PERMISO

Toluca, México; a 05 de diciembre de 2017.

DR. EN C.S. EDITH LARA CARRILLO &
DIRECTORA DE LA FACULTAD DE ODONTOLOGIA DE ‘LA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO (UAEM). S

Anticipandole un cordial saludo, la que suscribe C.D. Isabei de Monserrat Osorio
Bernal alumna del tercer semestre de la Especialidad en Ortodoncia (Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia, Facultad de Odontologia,
Universidad Auténoma del Estado de México), a través de este medio solicito
atentamente su apoyo y permiso para realizar la primera etapa de la fase
experimental del proyecto terminal de especialidad titulado “Efecto de probidticos
en la biopelicula extraida de pacientes con tratamiento ortodéncico: estudio in vitro”,
en la Universidad Autonoma de San Luis Potosi desde el dia lunes 11 de diciembre
hasta el viernes 15 de diciembre del afio n curso. Mo omito mencionar que no tengo

pendientes de caracter académico y/o clinico en nuestra institucion.

Esperando contar con su valioso apoyo, quedo atenta a sus instrucciones y quedo

de usted.

Atentamente

C.D. Isabel serrat Osorio Bernal

o xuyes'rumos
S & oDONTOLOO
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c.c.p. Dr. en O. Rogelio José Scougall Vilchis. Coordinador del CIEAO-UAEM.
c.c.p. Dr. en Estomat. Pat. Victor Hugo Toral Rizo. Coordinador de Posgrado CIEAO- UAEM.
c.c.p. Dr. Toshio Kubodera Ito. Coordinador de la Especialidad en Ortodoncia CIEAO-UAEM.
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Anexo 4. OFICIOS DE TRAMITE DE MOVILIDAD

UASLP

Universidad Autonoma
de San Luis Potosf

FACULTAD DE
ESTOMATOLOGIA

Av. Dr. Manuel Nava 2
Zona Universitaria « CP 78290
San Luis Potosf, S.L.P, México

tel. +52 (444) 826 2300

ext.5116a5120
(444) 813 9743,834 2522, 23y 25
www.estomatologia.uaslp.mx
estomatologia@uaslp

San Luis Potosi, a 29 de marzo de 2018

DRA. EN C.S. EDITH LARA CARRILLO

DIRECTORA DE LA FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
PRESENTE

AT’N DR. EN 0. ROGELIO JOSE SCOUGALL VILCHIS
COORDINADOR DEL C.LE.A.O

Por este medio le comunico que la C.D. Isabel de Monserrat Osorio Bernal, alumna del
programa de la Especialidad en Ortodoncia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Auténoma del Estado de México, ha sido aceptada para que curse una
estancia académica en el Laboratorio de Bioquimica, Microbiologia y Patologia de la
Facultad de Estomatologia de nuestra Institucion, en el periodo del 09 de abril al 09 de
mayo del afio en curso.

Al término del periodo de estudio le estaré remitiendo un informe detallado de las
actividades realizadas por la alumna y aprovechamiento logrado durante su estancia en
esta Facultad.

Sin otro particular quedo a sus 6rdenes para cualquier aclaracion.

ATENTAMENTE

DRA. EN C. MA. SARAY ARANDA ROMO

LABORATORIO DE BIOQUIMICA, MICROBIOLOGIA Y PATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
ESTOMATOLOGIA, UNIVERSIDAD AUTGNOMA DE SAN LUIS POTOS!



San Luis Potosi, a 09 de mayo de 2018

Universidad Autonoma
de San Luis Potosi A QUIEN CORRESPONDA

Por medio del presente le informo que la alumna Isabel de Monserrat Osorio Bernal, ha
cumplido y realizado de manera satisfactoria los objetivos de la estancia académica en
la Universidad Auténoma de San Luis Potosi, bajo el apoyo y supervision de la Dra. en
C.B. Maria Saray Aranda Romo, del Laboratorio de Bioquimica, Microbiologia y Patologia
de la Facultad de Estomatologia de la misma Universidad. Dicha estancia se realizo del
09 de abril al 09 de mayo del afio en curso, con la finalidad de contribuir a los siguientes
objetivos:

¢ Desarrollo del proyecto terminal “Eficiencia antiftingica de probidticos sobre
candida proveniente de pacientes con tratamiento ortodéncico: estudio in
vitro”.

o Andlisis y tipificacion de las muestras obtenidas.

o Andlisis estadistico de los resultados.

e Redaccién de discusiones y conclusiones.

ATENTAMENTE

N

B
DRA. EN C. MA. SARAY ARANDA ROMO

LABORATORIO DE BIOQUIMICA, MICROBIOLOGIA Y PATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
ESTOMATOLOGIA, UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

FACULTAD DE
ESTOMATOLOGIA

Av. Dr. Manuel Nava 2
Zona Universitaria » CP 78290
San Luis Potosf, S.L.P, México

tel. +52 (444) 826 2300

ext.5116a 5120
(444) 813 9743, 834 2522, 23y 25
www.estomatologia.uaslp.mx
estomatologia@uaslp
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Anexo 5. CONSTANCIA DE PRESENTAC,ZION DE CARTEL (SEMANA DE LAS
CIENCIAS, FACULTAD DE ODONTOLOGIA, UNAM)

Universidad Nacional Autonoma de México

i 24 v, Facultad de Odontologia
:\\_. g"} Coordinacion de Educacion Continua

r'rﬁ

Otorga la presente

; OSORIO BERNAL ISABEL DE MONSERRAT

COITH LARA CARRLLO, ULISES VELAZOUET ENRIOUET, MARIA SARAY ARANDA RONMO, VIZTOR WUCDO TORAL A0

Por su participacion académica con el trabajo:

EFICIENCIA ANTIFUNGICA DE PROBIOTICOS SOBRE CANDIDA PROVENIENT
DE PACIENTES CON TRATAMIENTO ORTODONCICO: ESTUDIO IN VITRO

En la categoria: CARTEL

“Semana de la Ciencias Basicas”
Realizada del 16 al 20 de abril, en
la Facultad de Odontologia, UNAM

Atentamente

Cmdad Universitaria, Cd Mx, a 20 de abril de 2018.
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] /
|

Miro. Jose Arture Fefnandez Pedrern Miro. Earigue (.n arro Bony
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Anexo 6. CONSTANCIA DE PRESENTACION DE CARTEL (CONGRESO
NACIONAL E INTERNACIONAL DE LA FACULTAD DE ODONTOLOGIA, UNAM,
AMIC 2018)

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Odontologia FMFEO

o £ Feoeracon Meoacana oe Facutages v Escueuas oe Ooowroosia
Federaciéon Mexicana de Facultades
y Escuelas de Odontologia

Otorgan el presente

RECONOCIMIENTO

C.D. Isabel de Monserrat Osorio Bernal

articipacion Académica en la exposicion de carteles del

Encuentro Estudiantil de Facultades y Escuelas de Odontologia del Pais

Mtro. José Arturd Fernandez Pedrero

ie 2018 en el WTC
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