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Resumen

Introduccion: La Microbiota permanente de la boca, se establece en la primera
infancia; los estudios sobre las comunidades bacterianas orales nocivas se han
dirigido principalmente a Streptococcus Mutans y Candida Albicans asociados a la
caries y patologias orales. Los resultados del Sistema de Vigilancia Epidemiolégica
de Patologias Bucales (SIVEPAB) muestran que actualmente 70% de cada 100
preescolares padecen caries dental, teniendo 75% de nifios y adolescentes de 2 a
19 afos de edad, con lesiones por caries dental, lo que ha llevado al desarrollo de
un nuevo enfoque terapéutico para prevenir las afecciones microbianas (como la
caries dental) denominada Terapia de Reemplazo Probiética, donde se ha intentado
intervenir en las interacciones bacterianas. Objetivos: Especificamente se pretende
medir el halo de inhibicion en cultivo de Streptococcus Mutans y Candida Albicans
con sensidisco impregnado de Floratil® (Sacharomyces Boulardii). Material y
Métodos: El procesamiento se realizd.con cultivo TYS20B (Agar Tripticasa Soya-
Llevadura-Sucrosa-Bacitracina) para Streptococcus Mutans y agar cerebro-corazon
para Candida Albicans, posteriormente se colocaron sensidiscos impregnados con
solucion de S. Boulardii CNCM [-745 con 4 concentraciones diferentes. Los
resultados se estandarizaron y fueron expresados en Mm. Consideraciones
Eticas: Ningun conflicto de interés o Bioético incluido. Resultados: Para analisis
estadistico se aplicé la prueba de T student y Desviacién Estandar obteniendo
significancia estadistica de P=0.19 con Intervalo de Confianza de 91%, finalmente,
se realizaron andlisis de correlacion lineal entre los diametros de inhibicion a cuatro
concentraciones (125mg, 250mg, 500mg, y 750 mg/100ml) comprobando una
inhibicion de efecto maximo en concentracion de 500mg, durante tres dias similar
al NaOCL. Discusidn: Sacharomyces Boulardii en este caso, mostré su capacidad
para inhibir cepas patdégenas nativas(Streptococcus mutans y Candida Albicans),
aun en condiciones poco favorables para él mismo, por lo cual se proyecta un efecto
aun mayor en las condiciones naturales de la cavidad oral teniendo 2 usos: -Terapia

de Reemplazo de Microbiota Oral y —Terapia de Choque en Odontopediatria.



Conclusiones: Incluyendo éste, diversos estudios demuestran los posibles efectos
benéficos en infantes, directamente en prevencibn y tratamiento de
Caries/Candidiasis, utilizando como vehiculo férmulas lacteas, solucion topica y

colutorios, asi como su inclusién en la Microbiota de Pacientes Pediatricos.

Palabras clave: Caries Dental, Probidticos, Inhibicién, Sacharomyces

Boulardii, Streptococcus mutans, Candida Albicans.



Summary

Introduction: The permanent microbiota of the mouth is established in early
childhood; Studies on harmful oral bacterial communities have focused mainly on
Streptococcus Mutans and Candida Albicans associated with oral caries and
pathologies. The results of the Oral Pathologies Epidemiological Surveillance
System (SIVEPAB) show that currently 70% of every 100 preschoolers suffer from
dental caries, with 75% of children and adolescents from 2-t0-19 years of age, with
dental caries lesions, which has led to the development of a new therapeutic
approach to prevent microbial conditions (such as dental caries) called Probiotic
Replacement Therapy, where attempts have been made to intervene in bacterial
interactions. Objectives: Specifically, it is.intended to measure the inhibition halo in
culture of Streptococcus Mutans and-Candida Albicans with sensidisk impregnated
with Floratil® (Sacharomyces Boulardii). Material and Methods: The processing
was carried out with .culture TYS20B (Agar Tryticasa Soya-Llevadura-Sucrosa-
Bacitracina) for.Streptococcus Mutans and brain-heart agar for Candida Albicans,
later sensidisksimpregnated with solution of S. Boulardii CNCM I-745 with 4 different
concentrations. The results were standardized and were expressed in Mm. Ethical
Considerations: No conflict of interest or Bioethics included. Results: For statistical
analysis, the student's T test and Standard Deviation were applied, obtaining
statistical significance of P = 0.19 with a Confidence Interval of 91%, finally, linear
correlation analyzes were performed between the inhibition diameters at four
concentrations (125mg, 250mg , 500mg, and 750mg / 100ml), verifying a maximum

effect inhibition at a concentration of 500mg, for three days similar to NaOCL.



Discussion: Sacharomyces Boulardii in this case, showed its ability to inhibit native
pathogenic strains (Streptococcus mutans and Candida Albicans), even in
unfavorable conditions for itself, for which an even greater effect is projected in the
natural conditions of the oral cavity. having 2 uses: -Oral Microbiota Replacement
Therapy and -Shock Therapy in Pediatric Dentistry. Conclusions: Including this,
several studies demonstrate the possible beneficial effects in infants; directly in the
prevention and treatment of Caries / Candidiasis, using.milk formulas, topical
solution and mouthwashes as a vehicle, as well as their inclusion in the Microbiota

of Pediatric Patients.

Keywords: Dental Caries, Probiotics, Inhibition, Sacharomyces Boulardii,

Streptococcus mutans, Candida Albicans.
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Abreviaturas y siglas

mg: miligramos.

ag: agar
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S. mutans: Streptococo Mutans
C. albicans: Candida Albicans
NaClO: Hipoclorito de Sodio

ml: mililitros



I. Introduccién

Los "probidticos” nos acompafian desde el momento en que las personas
comen leche fermentada; sin embargo, su relacién con los beneficios para la salud
llamo la atencion solo cuando Metchnikoff en 1907 observo que las bacterias en la
leche fermentada competian con los microorganismos que son nocivos para la
salud. Lilley y Stillwell en 1965 describieron estos microorganismos beneficiosos en
leche fermentada usando el término "probidtico”. En 1989, Fuller los definid como
un suplemento alimenticio microbiano vivo, que afecta beneficiosamente al animal
huésped al mejorar su equilibrio microbiano. La primera especie probidtica
introducida en la investigacion fue Lactobacillus Acidophilus por Hull, et al. en 1984
y Bifidobacterium Bifidum por Holcombh, et al. en 1991 (Aritile, 2005)

Caracteristicas de los probioticos.

Un buen agente probidtico debe ser no patogénico, no toxico, resistente al
acido gastrico, adherirse al tejido epitelial intestinal y producir sustancias
antibacterianas. Debe persistir, aunque sea por periodos cortos en el tracto
gastrointestinal, 1o que influye en las actividades metabdlicas, como la asimilacion
del colesterol, la actividad de la lactosa y la produccion de vitaminas (Zahradnik et
al., 2009).

Los mecanismos de accion que explican los efectos probidticos
beneficiosos incluyen la modulacion de la respuesta inmune del huésped que
conduce al fortalecimiento de la resistencia al desafio patogénico y la alteracion de
la composicion y la actividad metabdlica de la microflora del huésped en la ubicacién
especifica. Entre los principales criterios de seleccion para los probidticos estan:



1. Adhesién y colonizacion (al menos transitorias) en el cuerpo humano. La
adhesiéon puede aumentar el tiempo de retencion de un probidtico y colocar
las bacterias y las superficies del huésped (fluidos corporales y células
epiteliales) en contacto cercano, lo que facilita una mayor actividad
probidtica.

2. Mejora de la respuesta inmune no especifica y especifica del huésped.

3. Produccion de sustancias antimicrobianas y competencia con patdégenos
para sitios de union.

4. Supervivencia y resistencia a los mecanismos de defensa humana durante
el transito oro-gastrointestinal.

5. Seguridad para el macro-organismo (Kolenbrander et al. 2010)

La terapia probidtica usa interferencia bacteriana e inmunomodulacion en el
control de varias condiciones infecciosas, inflamatorias e inmunoldgicas (Parvez &
Kim, 2006).

Probidticos y cavidad oral, control de infeccion periodontal y halitosis.

La periodontitis es una enfermedad multifactorial que abarca la colonizacion
microbiana de tejidos duros y blandos (con o sin invasion), respuestas inflamatorias
y respuestas inmunes adaptativas. El tratamiento de las enfermedades
periodontales en los ultimos afios ha evolucionado hacia un modelo antibiético /
antimicrobiano para el manejo de la enfermedad. Los probiéticos podrian ser un
area prometedora de investigacion en el tratamiento de la periodontitis. Los
probioticos alteran el pH de la cavidad oral de modo que las bacterias de la placa
no pueden formar placa dental y calculo que causa la enfermedad periodontal. Son
un excelente producto de mantenimiento porque producen antioxidantes. Los
antioxidantes previenen la formacion de placa al neutralizar los electrones libres que

se necesitan para la formacién de minerales. (Deshmukh & Karibasappa, 2017).



Los probidticos también pueden usarse en el tratamiento de la halitosis. Los
probidticos generan una reduccion significativa de los compuestos volatiles de
azufre después de hacer gargaras dos veces al dia con 15 ml de CMU Weissella
Cibaria durante 2 minutos, asi mismo se identificaron reducciones significativas en
compuestos de azufre volatiles para el grupo probidtico en comparacién. con el
grupo placebo cuando se utilizd6 Streptococcus probidtico (Deshmukh &

Karibasappa, 2017).

Papel de los probidticos en la caries dental.

En la caries, hay un aumento de especies acidogenas Yy tolerantes a los
acidos, como Streptococcus Mutans y lactobacilos, aunque también se pueden
encontrar otras bacterias con propiedades similares, como Bifidobacteria,
Streptococcus no mutans, Actinomyces spp., Propionibacterium spp., Veillonella
spp. y Atopobium spp. El uso de probiéticos y genética molecular para reemplazar
y desplazar a las bacterias cariogénicas con bacterias no cariogénicas ha mostrado
resultados prometedores. Estos estudios han empleado diferentes enfoques. Los
primeros estudios se centraron en la utilizacion de bacterias que expresaban
bacteriocinas o sustancias inhibidoras similares a la bacteriocina que impedian
especificamente el crecimiento de bacterias cariogénicas. Un enfoque ha sido
identificar las bacterias probioticas de grado alimentario que tienen la capacidad de
colonizar los dientes e influir en la placa supragingival. Ademas, las cepas se han
cribado para una actividad antagonista adecuada contra bacterias orales relevantes.
Otro enfoque utiliz6 una cepa recombinante de Streptococcus Mutans que
expresaba ureasa, que se demostré que reducia la cariogenicidad de la placa en un
modelo animal. Del mismo modo, se pueden desarrollar probiéticos genéticamente
modificados con propiedades mejoradas ("probidticos de disefio"). Por ejemplo, una
cepa recombinante de Lactobacillus que expresaba anticuerpos dirigidos a una de

las principales adhesiones de S. mutans (antigeno |/ Il) fue capaz de reducir tanto



los recuentos viables de S. mutans como la puntuacién de caries en un modelo de
rata (Kuramitsu & Shi, 2007).

Probidticos y candidiasis oral.

Las especies de Candida forman parte de la flora oral comensal en
aproximadamente el 50% de los sujetos sanos, pero pueden causar una lesion
clinicamente aparente si las defensas inmunes se rompen a nivel local o sistémico.
Un estudio ha demostrado que los sujetos que consumieron queso que contenia el
probiotico L. Rhammnosus exhibieron una reduccién en la prevalencia de Candida
oral que posteriormente puede conferir un efecto protector contra la candidiasis oral.
Sin embargo, otros investigaron el efecto de varios lactobacilos y no pudieron
encontrar un efecto sobre la Candida oral. Esto puede explicarse en parte por el
hallazgo del experimento ex vivo que demostrd una capacidad profunda pero
variable de cepas de lactobacilos probiéticos comercialmente disponibles para
inhibir el crecimiento de C. albicans posiblemente debido al bajo pH producido por
los lactobacilos. Relevante para esto es el estudio de laboratorio que demostré que
los ratones infectados con Candida que fueron alimentados con L. acidophilus
exhibieron una eliminacion acelerada de C. albicans de la boca (Selecto & Hern,
2009).

Justificacion

Daria la pauta para estudios in vivo sobre el efecto inhibitorio en cavidad
oral de infantes, proveyendo una alternativa sustentable a la prevencion y
tratamiento de caries en infantes, utilizando un suplemento via oral como vehiculo

(Floratil®).

Objetivo general.



Demostrar el efecto inhibitorio in vitro del Sacharomyces boulardii sobre

Streptococcus mutans y Candida Albicans.

[l. Antecedentes

Algunos autores reportan que los probidticos son una nueva técnica en la
prevencion de la caries dental, y algunas otras enfermedades como por ejemplo la
enfermedad de Crohn y CUCI. Especificamente de caries dental, diversos autores
hablan acerca de algunos alimentos que ayudan a su prevencidon como los
productos lacteos, y también chicles que no contengan azucares. Asi mismo se
menciona que la terapia de reemplazo significa, sustituir un microorganismo
acidogénico que produzca la caries dental,. por un microorganismo probiotico,
recordando que son microorganismos Vivos que confieren un beneficio a la salud
del organismo, mediante la exclusion competitiva, o positiva de las bacterias
patdgenas. La colonizacion temprana de Probidticos en cavidad oral con objeto de
disminuir patégenos cariogénicos, particularmente Streptococcus mutans, puede
disminuir el riesgo a caries de la infancia (Romani &, Kressier, 2013).

Se ha demostrado que la capacidad de los Streptococcus mutans para producir
polisacaridos extracelulares de carbohidratos de la dieta, mejora significativamente
su carioactividad, a menos que se encuentre en competencia con otros organismos,
Probioticos en este caso, pero hasta ahora sin considerar levaduras del tipo
Saccharomyces. Para tener un efecto benéfico en la limitacién o en la prevencién
de las caries dentales, un probidtico debe ser capaz de adherirse a las superficies
dentales y de integrarse en las comunidades bacterianas que forman una
biopelicula dental. Tal pelicula retiene los patdogenos de los tejidos orales llenando
un espacio que en el futuro podria haber servido de nicho para patégenos, y también
debe competir con las bacterias cariogénicas y antagonizarlas, y asi prevenir su
proliferacion (Simonetti & Takebayashi 2009).

La capacidad de una bacteria dada para colonizar un huésped esta determinada por

una serie de factores, tales como las necesidades metabdlicas de la bacteria y las



interacciones de la bacteria con la flora bacteriana preexistente. Hay muchas
interacciones positivas y negativas entre las diferentes especies de bacterias que
habitan el ecosistema oral. Las interacciones bacterianas pueden ser generalmente
clasificadas como "positivas” o "negativas". En las interacciones positivas, una cepa
bacteriana "efectora" altera el microambiente para promover la colonizacién de-un
segundo organismo "objetivo". En interacciones "negativas"”, la cepa efectora altera
el microambiente de una manera que disminuye o impide completamente la
colonizacion de bacterias diana. Las interacciones negativas entre bacterias
competidoras durante la colonizacién del huésped se denomina comunmente
interferencia bacteriana (Hoare & Marsh, 2017).

Una consideracion clave en la utilidad de las cepas de reemplazo es su capacidad
para competir con cepas enddgenas y el hecha de que la eliminacion de actividades
enddgenas o la introduccion de genes externos pueden comprometer la aptitud de
una bacteria (Simonetti & Takebayashi 2009).



[Il. Fundamentacion tedrica

No hay estudios previos sobre el efecto inhibitorio del Sacharomyces Boulardii
en Streptococcus Mutans, pues aunque se ha demostrado evidencia cientifica en la
administracion de probidticos en la odontologia; concretamente en las
enfermedades orales en las que existe disbiosis como caries, halitosis y periodontitis
y que éstos microorganismos parecen reducir los niveles de Streptococcus Mutans,
asi como mejorar indices gingivales y periodontales; hasta ahora, se han
evidenciado efectos terapéuticos de microorganismos probidticos, con excepcién de
Levaduras del tipo Sacharomyces Boulardii, cuyos efectos ya han sido investigados
en tracto gastrointestinal pero sin determinar aun en cavidad oral. Por lo anterior no
se ha evidenciado un consenso en cuanto a la pauta de administracion y cepa mas

atil en el campo de la odontologia.

Los mecanismos de accidn que explican los efectos probibticos beneficiosos
incluyen la modulacién de la respuesta inmune del huésped que conduce al
fortalecimiento de la resistencia al desafio patogénico y la alteracion de la
composicion y la actividad metabdlica de la microbiota del huésped en la ubicacién
especifica



IV. Hipotesis.

Hipotesis Nula

“El Sacharomyces Boulardii inhibe el crecimiento del Streptococcus Mutans y

Candida Albicans in vitro”

Hipdtesis Alterna

“El Sacharomyces boulardii no inhibe el crecimiento del Streptococcus Mutans y

Candida Albicans in vitro”



V. Objetivos

V.1 Objetivo general

Demostrar el efecto inhibitorio in vitro del Sacharomyces boulardii sobre

Streptococcus mutans y Candida Albicans.

V.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el halo de inhibicibn en cultivo. de Streptococcus mutans con
sensidisco de Sacharomyces boulardii.

2. Medir el halo de inhibicidn en cultivo de Streptococcus mutans con sensidisco
impregnado en solucién de 125mg de Sacharomyces boulardii

3. Medir el halo de inhibicion en cultivo de Streptococcus mutans con sensidisco
impregnado en solucién de 250mg de Sacharomyces boulardii

4. Medir el halo de inhibicion en cultivo de Streptococcus mutans con sensidisco
impregnado en solucién de 500mg de Sacharomyces boulardii

5. Medir el halo de inhibicion en cultivo de Streptococcus mutans con sensidisco
impregnado en solucién de 750mg de Sacharomyces boulardii

6. Medir el halo de inhibicidn en cultivo de Streptococcus mutans con sensidisco
impregnado en solucién de 1000mg de Sacharomyces boulardii

7. Evaluar el halo de inhibicion en cultivo de Candida Albicans con sensidisco
de Sacharomyces boulardii.

8. Medir el halo de inhibicion en cultivo de Candida Albicans con sensidisco
impregnado en solucién de 125mg de Sacharomyces boulardii

9. Medir el halo de inhibicion en cultivo de Candida Albicans con sensidisco
impregnado en solucién de 250mg de Sacharomyces boulardii



10. Medir el halo de inhibicion en cultivo de Candida Albicans con sensidisco
impregnado en solucién de 500mg de Sacharomyces boulardii
11. Medir el halo de inhibicién en cultivo de Candida Albicans con sensidisco
impregnado en solucién de 750mg de Sacharomyces boulardii
12.  Medir el halo de inhibicion en cultivo de Candida Albicans con sensidisco

impregnado en solucién de 1000mg de Sacharomyces boulardii

10



VI. Material y métodos
VI.1 Tipo de investigacion
Experimental In Vitro.
VI.2 Poblaciéon o unidad de analisis

-60 cultivos en Cajas de Petri Tripticasa soya — Levadura — Sucrosa -
Bacitracina Agar con inoculaciéon de S. Mutans para cada concentracién de
Sacharomyces boulardii (125, 250, 500, 750 y 1000 mg), Agua bidestilada estéril

(control negativo9 y solucion al 25% de Hipoclorito de Sodio (control positivo).

-60 cultivos en Cajas Petri CHROMAGgar con inoculacién de C. albicans para
cada concentracion de Sacharomyces boulardii (125, 250, 500, 750 y 1000 mg),
Agua bidestilada estéril (control negativo9 y solucion al 25% de Hipoclorito de Sodio

(control positivo).

VI.3 Muestra y tipo de muestra

-60 cultivos en Cajas de Petri Tripticasa soya — Levadura — Sucrosa -
Bacitracina Agar con inoculaciéon de S. mutans con sensidisco impregnado en
solucion de 125 mg de Sacharomyces boulardii.

-60 cultivos en Cajas de Petri Tripticasa soya — Levadura — Sucrosa -
Bacitracina Agar con inoculacién de S. mutans con sensidisco impregnado en

solucion de 250 mg de Sacharomyces boulardii.

11



-60 cultivos en Cajas de Petri Tripticasa soya — Levadura — Sucrosa -
Bacitracina Agar con inoculacién de S. mutans con sensidisco impregnado en
solucién de 500 mg de Sacharomyces boulardii.

-60 cultivos en Cajas de Petri Tripticasa soya — Levadura — Sucrosa -
Bacitracina Agar con inoculaciéon de S. mutans con sensidisco impregnado-en
solucion de 750 mg de Sacharomyces boulardii.

-60 cultivos en Cajas de Petri Tripticasa soya — Levadura — Sucrosa -
Bacitracina Agar con inoculacién de S. mutans con sensidisco impregnado en
solucion de 1000 mg de Sacharomyces boulardi.

-60 cultivos en Cajas de Petri CHROMAgar con inoculacion de C. albicans
con sensidisco impregnado en solucién de 125 mg de Sacharomyces boulardii.

-60 cultivos en Cajas de Petri CHROMAgar con inoculacion de C. albicans
con sensidisco impregnado en solucién de 250 mg de Sacharomyces boulardii.

-60 cultivos en Cajas de Petri CHROMAgar con inoculacion de C. albicans
con sensidisco impregnado en solucién de 500 mg de Sacharomyces boulardii.

-60 cultivos en Cajas de Petri CHROMAgar con inoculacion de C. albicans
con sensidisco impregnado en solucién de 750 mg de Sacharomyces boulardii.

-60 cultivos en Cajas de Petri CHROMAgar con inoculacion de C. albicans

con sensidisco impregnado en solucion de 1000 mg de Sacharomyces boulardii.
VI.3.1 Criterios de seleccion

VI.3.1.1 Grupo Trabajo

-60 Cajas de Petri Tripticasa soya — levadura — Sucrosa - Bacitracina Agar
inoculacion de S. mutans con sensidisco impregnado en solucion al 25% de
Hipoclorito de Sodio, para cada concentracion utilizada. (125, 250, 500, 750 y 1000
mgQ).

-60 Cajas de CHROMAgar con inoculacion de C. albicans con sensidisco
impregnado en solucién al 25% de Hipoclorito de Sodio (control positivo) para cada
concentracion utilizada. (125, 250, 500, 750 y 1000 mg).

12



VI1.3.1.2 Grupo Control

60 Cajas de Petri Tripticasa soya — Levadura — Sucrosa - Bacitracina Agar
con inoculaciéon de S. mutans con sensidisco impregnado en Agua bidestilada
estéril, una para cada concentracion utilizada. (125, 250, 500, 750 y 1000 mg).

60 Cajas de Petri CHROMAgar con inoculacién de C. albicans con
sensidisco impregnado en Agua bidestilada estéril (control negativo), para cada
concentracion utilizada. (125, 250, 500, 750 y 1000 mg).

VI.3.1.3 Criterios de inclusion

Cajas de Petri Tripticasa soya — Levadura — Sucrosa - Bacitracina Agar con
inoculacion de S. mutans, que presenten las caracteristicas especificas de
colonizacion por S. mutans.

Cajas de Petri CHROMAgar con inoculacion de C. Albicans, que presenten

las caracteristicas especificas de colonizacion por C Albicans.
VI.3.1.4 Criterios de exclusion
Cajas de Petri Tripticasa soya — Levadura — Sucrosa - Bacitracina Agar con
inoculacidn de otros patogenos diferentes a S. mutans.
Cajas de Petri CHROMAgar con inoculacion de otros patdgenos diferentes
a C. Albicans..

VI1.3.1.5 Criterios de eliminacién

Cajas de Petri que se rompan, contaminen 0 no generen cultivo de S.

mutans y C. Albicans, durante el procesamiento.
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VI1.3.2 Variables estudiadas

Variable a estudiar. V1.Tabla Variables

Variable Definicion Definicion Tipo de Escala Unidad
conceptual | operacional variable de de
medicio | medida
n
Zona Determinand | Cuantitativ | Continua | Milimetro
Halo de formada o el halo de a S
Inhibicien | @/fededorde | iicion en
un disco con .
medicacion o
agente
quimio
terapéutico,
que inhibe y
detiene el
crecimiento
bacteriano
Es agua de
un alto nivel
de pureza; | Especificando | Cuantitativ | Continua | Mililitros
de baja ml de agua a
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Agua conductivida bidestilada
Bidestilad d eléctrica 'y aplicada en
a alta costante los
dieléctricaa | sensidiscos
la cual se le
han
eliminado

jones .

Compuesto
utilizado a

Hipoclorito | gran escala

de Sodio para la Especificando | -.Cuantitativ | Continua | Mililitros
desinfeccion ml de a
de Hipoclorito de
superficies, Sodio

fuertemente aplicado en

oxidante, su los

formula es sensidiscos
NaClIO.

VI.4 Técnicas e instrumentos

Identificacion y registro de las zonas de inhibicion.

Medicion del diametro de la zona de inhibicion al final del periodo de
incubacion (si las placas muestran un crecimiento apropiado). Se mediran
anicamente aquellas zonas en las que se muestra una inhibicion completa y se
registrara el diametro de la zona redondeando al milimetro més cercano. Se debera

repetir la prueba si s6lo se desarrollan colonias individuales y si el medio de cultivo
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no presenta crecimiento bacteriano. Dicha medicion se realizard con un Vernier tipo
M con ajuste Fino: EIl vernier consta de un par de reglas, una fija y una mévil o
deslizante, el calibrador comuan permite medir dimensiones exteriores, interiores
y profundidades de los objetos. La regla moévil o nonio tiene marcadas diez
divisiones que abarcan nueve divisiones de la regla fija o principal, de tal forma

que esto corresponde a 9/10 de una division de la regla principal.
V1.5 Procedimientos

1. Preparacion del medio de cultivo

l. El cultivo selectivo de S Mutans agar Tripticasa Soya-Levadura-Sucrosa-
Bacitracina, se elaboraré a partir de la Base de Tripticasa de soya de 50gr en un
vaso de precipitados de 750 ml, estéril. CHROMagar selectivo para C. Albicans ya

prefabricado y listo para inoculacién en placas de 90 mm, estériles.

ll. Se afiadié 50 gramos de Sucrosa con una espatula estéril, a la Base de

Tripticasa.

lll. Posteriormente se afiadieron 10 gramos de extracto de levadura con una

espatula estéril.

IV. Se anadieron a la base 2.5 gramos de Bacitracina con una espatula

estéril.

V. Se afadieron a la base la cantidad de 500ml de agua destilada estéril y
se agitara con espatula estéril hasta obtener una mezcla homogeneizada de todos

los componentes.
2. Preparacion de las cajas de Petri

|. El agar Tripticasa soya-Llevadura-Sucrosa-Bacitracina, TYS20B (pH 7.3
+ 0.1) se vacio en 60 cajas de Petri que se colocaran sobre una superficie plana.
CHROMagar selectivo para C. Albicans ya disefiado para inoculacion inmediata.
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II. La profundidad del liquido agar Tripticasa Soya-Levadura-Sucrosa-
Bacitracina, TYS20B y de CHROMagar fué de 4 mm.

lll. Una vez que el medio se solidifico, las cajas de Petri se colocaron por 20
minutos en autoclave (a 121°C con 1 atm) para garantizar la ausencia de otros

microorganismos.
3. Inoculacién por método de Kirby-Bauer

I. Se sumergi6 un hisopo estéril en el medio donde se encuentra la cepa de
S. mutans, y de C Albicans, después se gir6 mientras ejercia presion en la pared
superior del tubo de ensaye, arriba del nivel del liquido para poder retirar o remover

el exceso de cultivo.

Il. Se sembro en la superficie de agar de la caja de Petri en tres direcciones

haciendo girar la caja de Petri 60° entre cada una de las siembras.

lll. Se coloco la tapa de la caja de Petri y se mantendra a temperatura
ambiente de 5 a 10 minutos para que se secara el medio de cultivo.

IV. No se excedieron los 15 minutos de espera. Para que los resultados
fueran mas exactos se elabor6é un desarrollo confluente dentro de un area estéril

con mecheros de bunsen a 20 cm de distancia del area de trabajo.
V. Seincubaron las cajas de Petri de 48 horas a una temperatura de 37°C.
4. Utilizacion de los Sensidiscos

l.-Se retiraron uno de los Sensidiscos de su contenedor con la ayuda de
pinzas esterilizadas con fuego, luego se impregnaron con el Probiotico diluido en
100 ml/125mg y se colocaron posteriormente en la superficie del medio de cultivo.
Finalmente se presionaron ligeramente con la ayuda de pinzas para que existiera
un contacto completo con la superficie del medio. Debi6 permitirse que las cajas de
Petri permanecieran a temperatura ambiente por 30 minutos (tiempo de

predifusion).
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Il. Se retiraron cada uno de los Sensidiscos de su contenedor con la ayuda
de pinzas esterilizadas con fuego, se impregnaron con el Probidtico diluido en 100
ml/250mg y se colocaron posteriormente en la superficie del medio de cultivo.
Finalmente se presionaron ligeramente con la ayuda de pinzas para que existiera
un contacto completo con la superficie del medio. Debid permitirse que las cajas de
Petri permanecieran a temperatura ambiente por 30 minutos (tiempo de

predifusion).

lll. Se retiraron cada uno de los Sensidiscos de su contenedor con la ayuda
de pinzas esterilizadas con fuego, se impregnaron con el Probiotico diluido en 100
mI/500mg y se colocaron posteriormente en la superficie del medio de cultivo.
Finalmente se presionaron ligeramente con la ayuda de pinzas para que existiera
un contacto completo con la superficie del medio. Debié permitirse que las cajas de
Petri permanecieran a temperatura ambiente por 30 minutos (tiempo de

predifusion).

IV. Se retiraron cada uno de los Sensidiscos de su contenedor con la ayuda
de pinzas esterilizadas con fuego, se impregnaron con el Probidtico diluido en 100
ml/750mg y se colocaron posteriormente en la superficie del medio de cultivo.
Finalmente se presionaron-ligeramente con la ayuda de pinzas para que existiera
un contacto completo con la superficie del medio. Debi6 permitirse que las cajas de
Petri permanecieran a temperatura ambiente por 30 minutos (tiempo de

predifusion).

V. Se retiraron cada uno de los Sensidiscos de su contenedor con la ayuda
de pinzas esterilizadas con fuego, se impregnaron con el Probidtico diluido en 100
mi/1000mg y se colocaron posteriormente en la superficie del medio de cultivo.
Finalmente se presionaron ligeramente con la ayuda de pinzas para que existiera
un contacto completo con la superficie del medio. Debid permitirse que las cajas de
Petri permanecieran a temperatura ambiente por 30 minutos (tiempo de predifusion)

antes de continuar con el siguiente paso.
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5. Incubacion
Se incubaron las cajas de Petri de 24 horas a una temperatura de 36 a 37°C.
6. Lectura de las zonas de inhibicidn

I. Se midié el diametro de la zona de inhibicion al final del periodo de

incubacion (si las placas muestran un crecimiento apropiado).

Il. Se midié Unicamente aquellas zonas en las que se mostrd una inhibicion
completa y se registrara el diametro de la zona redondeando al milimetro mas

cercano.

lll. Se debio repetir la prueba si sélo se desarrollaban colonias individuales

y si el medio de cultivo no presenta crecimiento bacteriano.

IV. La medicidn se realizo con Vernier digital tipo M y con Caliper.
VI.5.1 Analisis estadistico

|. Se aplico la prueba de T Student para muestras relacionadas y Desviacion
Estandar, no existiendo desviacién significativa de la normalidad entre los diametros
de inhibicién. La significancia, se reportd con un nivel de confianza del 91%
(p=0,09).

Il. Posteriormente, se realizaron pruebas F para comparar las varianzas de
los halos de inhibicidn entre si, determinando el intervalo de confianza para la razén

de varianzas.

lll. Finalmente, se realizaron analisis de correlacién lineal entre los
diametros de inhibicidn a cuatro concentraciones (125mg, 250mg, 500mg, 750 mg
y 1000mg). Todos los datos fueron recabados en digital y procesados de la misma

forma con plataforma SPSS 13.0.
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VI.5.2 Consideraciones éticas

La presente investigacion observo los estandares bioéticos necesarios y no vulnero

ningun lineamiento establecido.

VIl. Resultados

En la superficie del medio, se colocaron discos de papel de filtro (Whatman)
de 6mm de diametro, impregnados con cada una de las concentraciones indicadas
(125mg, 250mg, 500mg, 750 mg y 1000mg) y agua destilada, como control negativo
y se incubaron. Posteriormente, se midi6 el diametro del halo de inhibicién del
crecimiento de los microorganismos de cada una de las concentraciones indicadas
(125mg, 250mg, 500mg, 750 mg y 1000mg) y se realizo el célculo del porcentaje
del efecto inhibitorio relativo (Tabla 1 y 2) respecto al control positivo (NaOCL) a las
12, 24, 48 y 72 horas, que se realizd aplicando la siguiente expresion (Martinez,
1996):

Media diametro halo de inhibiciéon

%efecto inhibitorio = — — ——x100
bef Diametro halo inhibicion control positivo

Tabla 1. Porcentaje Efecto Inhibitorio de Sacharomyces Boulardii sobre Streptococcus Mutans con respecto
a Control Positivo (NaOCL).

Streptococcus | 125 mg 250 mg 500 mg 750 mg 1000 mg
Mutans

12 horas 0 70.58% 82.35% 76.47% 85.71%
24 horas 7.14% 64.28% 92.85% 85.71% 85.71%
48 horas 0 50% 91.66% 83.33% 83.33%
72 horas 0 45.45% 72.72% 72.72% 72.72%
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Tabla 2. Porcentaje Efecto Inhibitorio de Sacharomyces Boulardii sobre Candida Albicans con respecto a
Control Positivo (NaOCL).

Candida | 125mg 250 mg 500 mg 750 mg 1000 mg
Albicans

12 horas |0 76.47% 88.23% 82.35% 76.47%
24 horas | 5.88% 60% 93.33% 80% 86.66%
48 horas |0 40% 93.33% 75% 80%
72horas |0 41.66% 83.33% 73.33% 66.66%

La presente investigacion observé los estandares bioéticos necesarios y no vulnero

ningun lineamiento establecido.

En las concentraciones a partir de 250mg mostraron efecto inhibitorio, las
concentraciones de 125mg, sin embargo, no mostraron efecto inhibitorio
considerable. Los controles positivos mostraron (NaOCL), en promedio, halos de
inhibicién de 12-17 mm. (Grafico 1 y 2). La disolucion de Floratil (SB) 250 mg,
presenta la mayor actividad inhibitoria de S. Mutans y C. Albicans a menor

concentracion.

La disolucién de Floratil (SB) 500 mg, presenta la mayor estabilidad dimensional

inhibitoria de S. Mutans y C. Albicans durante las primeras 72 horas.

Ladisolucioén de Floratil (SB) 500 mg, presenta la actividad inhibitoria de S. Mutans
y C. Albicans, mas parecida al NaOCI 5%, durante las primeras 72 horas.

La disolucion de Floratil (SB) 250, 500, 750 y 1000 mg, presenta estabilidad
dimensional inhibitoria de S. Mutans y C. Albicans, durante las primeras 24 — 48 hrs,

posteriormente decae.
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Concentracion minima inhibitoria.

La concentracion minima inhibitoria (CMI), se determiné para identificar la
menor concentracion que inhibe el crecimiento de las bacterias objeto de estudio,
se hizo la lectura correspondiente, determinando un halo inhibitorio en ambas cepas
bacterianas a partir de la concentracion de 250mg, estableciendo para €l presente
estudio la concentracion de 250mg como Dosis Minima Inhibitoria. (Martinez et al.
2000)

En todos los casos, los disolventes no mostraron efecto inhibitorio. Los
controles positivos mostraron, a la concentraciéon mas alta, (1000 mg/mL) halos de
inhibicion de 21 - 29 mm para el método Kirby-Bauer'y de 27 — 32 mm para la
concentracion 500mg (tabla 1). Entre las 5 concentraciones analizados, la
concentracion 500mg mostré mayor actividad y estabilidad, seguido del 750mg y
por ultimo del 1000mg, en los métodos de inhibicion contra S. Mutans y C. Albicans
(figura 1). La mayor sensibilidad se observé en microorganismos patdgenos (S.
Mutans y C. Albicans) expuestos a la concentracion 500mg (diametros de inhibicion
de 7 - 28 mm).

Ademas, el microorganismo mas sensible la concentracién 500mg fue el S.
Mutans (diametros de inhibicion de 11 a 25 mm durante las primeras 24 horas),
mostrando una mayor respuesta al utilizarse el método modificado de pozos en
agar. Por-el contrario, el testigo de Agua Bidestilada mostré actividad nula en todos
los microorganismos, excepto en 14 muestras, en las cuales mostro actividad muy
leve (diametros de inhibicion de 2 - 4 mm). Los diametros de inhibicion al aplicar el
método Kirby-Bauer fueron ligeramente menores a los del método modificado de
pozos en agar para los microorganismos S. Mutans y C. Albicans).

La prueba de Turbidez McFarland determin6 una disminucion Optima de

escala 4 (12*108) a 1(3*108) en las primeras 12 horas.
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Para analisis estadistico se aplicé la prueba de T student y Desviacion
Estandar obteniendo significancia estadistica de P=0.19 con Intervalo de Confianza

de 91%, finalmente, se realizaron analisis de correlacion lineal entre los diametros
de inhibicién a cuatro concentraciones (125mg, 250mg, 500mg, y 750 mg/100ml)
comprobando una inhibicion de efecto méximo en concentracion de 500mg, durante

tres dias similar al NaOCL.

Para analisis dimensional se realizé a través de correlacion entre los
didametros de inhibicion a las cuatro concentraciones (125mg, 250mg, 500mg, y 750
mg/100ml) obteniendo una estabilidad muy similar en concentracién de 500mg con

respecto al NaOCL, durante los tres primeros dias.

Analisis Discrepancia
Dimensional Promedio

12 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs

NaOCI 5% SB 250 mg ™ SB 500 mg

Gréfico 3, Analisis Discrepancia Dimensional Promedio
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VIIl. Discusién

Actualmente la terapia de reemplazo con Probidticos, Prebioticos y
Simbidticos es una alternativa en la prevencion de caries dental, sin embargo, la

informacion no se encuentra integrada con las levaduras del tipo Sacharomyces.

La actividad proliferativa de los Streptococcus mutans y Candida
Albicans, es incontrolable a menos que exista antagonismo directo con otros
organismos. Sacharomyces Boulardii en este caso, mostrd su capacidad para

inhibir cepas patdgenas nativas.

En general, la terapia de reemplazo emplea una cepa efectora
cuidadosamente construida que proporciona-una serie de ventajas sobre las
estrategias convencionales de prevencion y las vacunas orales. Para la
prevencion de la caries dental, un Gnico régimen de colonizacién que conduzca
a la colonizacion persistente de una cepa efectora debe proporcionar proteccion
a lo largo de toda la vida: En el caso de que la cepa efectora no persista
indefinidamente en algunos sujetos, la reaplicacion puede hacerse cuando surge

la necesidad sin ninguna preocupacion adicional significativa.

Una de las mayores ventajas de la terapia de reemplazo propuesta para
Sacharomyces Boulardii, es que no hay cuidados adicionales en prevencion de
caries dental y enfermedad periodontal por parte del paciente, aunque las
medidas de higiene bucal para prevenir las enfermedades periodontales
seguiran siendo necesarias. Si finalmente es exitoso, el uso de la ingenieria
genética para adaptar una cepa efectora para la terapia de reemplazo para la
caries dental, se estimularan los esfuerzos para prevenir otras enfermedades

infecciosas también.

La ventaja del S. Boulardii, es que posee caracteristicas que lo vuelven

un elemento ideal para el uso en infantes, incluso desde el naciemiento:
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¢ No prolifera a un grado sistémico

e Es competidor naturalmente contra Streptococcus mutans y Candida
Albicans, por el nicho bioldgico y recursos para la supervivencia.

e AUn en condiciones favorables para los patdégenos, la levadura S.
Boulardii, tiene la capacidad de desarrollarse y expresar su capacidad
inhibitoria.

e En dosificaciones que contienen una mayor poblacion de S. Boulardii, la
colonia se autoregula manteniendo el numero de UFC después de 12
horas (comprobado con prueba de turbidez de McFarland).

¢ No existe evidencia que el S. Boulardii, sea un potencial patégeno, por lo
cual se le podria considerar como el método microbiolégico ideal en
pacientes pediatricos, aun desde el nacimiento, formando un proceso

simbidtico con el Huésped.

Los resultados demuestran los posibles efectos benéficos en pacientes
pediatricos, brindando un afiadido directo a la prevencién y tratamiento de caries
y lesiones fungicas, incluso desde el nacimiento, utilizando como vehiculo
Floratil, formulas lacteas y colutorios, o sus adaptaciones a Terapias de Shock

en Odontopediatria.
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IX. Conclusiones

Los datos obtenidos proyectan un resultado favorable por el uso directo
en cavidad oral de cualquier paciente, Sacharomyces Boulardii en este estudio,
mostré su capacidad para inhibir cepas patdgenas nativas (Streptococcus
mutans y Candida Albicans), responsables de las afectaciones mas comunes en

la cavidad oral pediatrica.

Los resultados demuestran los posibles efectaos benéficos en pacientes
pediatricos, brindando un afiadido directo a la prevencion y tratamiento de caries
y lesiones fungicas, incluso desde el nacimiento, en Terapia de Reemplazo,
utiizando como vehiculo Floratil, férmulas lacteas y colutorios, o sus

adaptaciones a Terapias de Shock en Odontopediatria.
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X. Propuestas

Se propone iniciar con dos tratamientos diferentes orientados a cubrir
los aspectos basicos de atencion pediatrica, Antes y Después de la formacion

de lesiones orales (Caries y Candidiasis).

» Terapia de Shock. Pacientes Pediatricos.  (500mg/72h/1mes)

Uso de colutorio de 500mg de S. Boulardii, dos veces por semana (cada 72
horas) por un mes, cada 2 meses (coincidiendo con las aplicaciones en

consultorio).

Visita cada dos meses para aplicacién alternada de Barniz de Gluconato de

Clorhexidina y Barniz de Fluoruro, alternados.

» Terapia de Reemplazo, Px. durante ler afio de vida. (500mg/72h/6 meses)

Aplicacion con gasa humeda en solucion de 500mg de S. Boulardii (durante la
higiene de rodetes gingivales y dientes), dos veces por semana (cada 72 horas)
por los primeros 12 meses de vida. Posteriormente reincorporaciones cada 6

meses utilizando el colutorio de 500mg de S. Boulardii.
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XIl. Anexos

Xll.1 Hoja de recoleccién de datos
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T7om _ |Oem TZom  [idom  [13cm  |1ZHORAS €y J0cm 12em |[ldem |[19ew |[RHIRRN
19om  |dem  [om  [13em  [12em  |24HORAS Jem |lbew  ||Pem  |[dem |[iSem || @SHERAE
1Zem Oom Bam 1Z om 10cm A8 HORAS 12 em Oem Eem 12ecm 10cm d3 HORAS
11em Oem Eeom Bem Bem 72 HORAS 11cm 0cm Sem Bem Bem TZHORBAS
Agrupacion promedio de datos de las Series Agrupacion promedio de datos de las Series
ClI, Cll y CIlI del cultivo de C. Albicans. Cl, Cll y CllI del cultivo de S. Mutans.
(Total 60 muestras) (Total 60 muestras)

Elaboracion del medio de cultivo selectivo TYS20B y posterior colocacidon en cajas
de Petri para su inoculacion (sembrado) por estrias.
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Laboratorio de Materiales , salon 3, Facultad de Ingenieria, Departamento de
Posgrado en Nanotecnologia UAQ. Zona de elaboracién y almacenaje de Insumos.

S A
Productos Quimicos del Sur S.A. de C.V.
Equipos., reactivos y material para laboratorio
WOWWL. proquisur.com.mx

Tel. 285949322 \ 26949150 Cormeor ventasgpeoquisuer com, m

MEXICODF A 21 AGO3TO 2018

COTEEACTON
8B5S

ATENGCIIN Luls Gulllernmo Monroal
POR ESTE CONDHMCTO POSEAMCR A SETASMAFLEF COSITE BACH N NUTSTRA SHLTENTE COTLAACION

AGAR SOYA TRIPTICASEINA
450 granos

Marca: BO BIOXOMN
TIEMPO DE ENTREGA: 8 DIAS

SUBTOTAL 51,250.00
VA 16% $ 20000
En Y £ 30000
TOTAL $1,750.00

Precios en Monedas Nacional.

EABMEXICO, DLF. (FLETE SIN €©O5STO PARA UD)

Toadaos e o it con un alto de garantin, contra defectos de fabricaciin
TEHEMFO O ENTREGA: Mmarcade on Gids parthia, & partin de rociltsis s onden 3 compra y anticipoe de 507

= ESTA COTIZACION THEME LMA VIGEMCLA OE 30 OLAS
“MOMTD MIMIMG DE FACTURACION E3 DE 31,000.00 = VA

Adaquisicion del Cultivo Tripticasa Soya Agar
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Seleccion de Muestras de CEPA ATCC
25175 E. Mutans

%
'FLORATIL
Sa'cc_ha@tnyﬁc;s :ura.rdrr

e
-

aiocopex™®®

Bacitracina-en polvo, Muestra |
proporcionada por la LOEO Alicia 20 A — sobres Polvo para reconstifuir a suspensidn rd
Diaz Magdaleno

SACHETS O SOBRES DE GRANULADO

DE 250 MG DE S BOULARDII
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