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1. Resumen

Los probidticos son microorganismos vivos que se han usado para tratar
enfermedades del tracto digestivo, sin embargo, en las Ultimas décadas se ha
estudiado tanto sus efectos en la biopelicula oral como en la enfermedad de
caries, diversos estudios han concluido que los probidticos presentan un efecto
preventivo sobre esta patologia y sus marcadores bioldgicos. Aunque se ha
analizado el efecto de variados probidticos en distintos modelos de estudio,
aun quedan dudas sobre el mecanismo de accion de los probidticos como
agentes preventivos de caries. En este trabajo se estudié el efecto de la
aplicacion de probidtico L. rhamnosus de manera topica en un modelo in situ
de caries, para esto se seleccionaron 12 voluntarios a los cuales se les
confecciond un dispositivo acrilico que contenia 5 bloques de esmalte estériles,
luego los voluntarios fueron divididos en un grupo expuesto a probiético y uno
control, a estos grupos se les tom6 muestras de biopelicula de 3 de los bloques
de esmalte tanto al principio como al final del estudio. Se realizé la
amplificacion del ADNr 16S y posterior pirosecuenciacion de las muestras de
biopelicula recolectadas para obtener el recuento bacteriano, luego se analiz6
la abundancia, los indices de diversidad (Shannon y Simpson) y el N° de
unidades taxondémicas operacionales (OTUS) de cada muestra. A partir de
nuestros resultados se observé que la diversidad y abundancia de los grupos
no varié de manera significativa luego de finalizada la intervencion. Por otro
lado, al analizar el N° de OTUS por género se detectd que los géneros
Veillonella, Leptotrichia, Neisseria, Porphyromonas, Haemophilus vy
Capnocytophaga presentaron comportamientos contrarios entre los grupos
probidtico y control, sugiriendo que este comportamiento podria atribuirse a la
incorporacion de L. rhamnosus. Sin embargo, se hace evidente la necesidad

de mas estudios en el area.



2. Marco teorico

La caries dental es una enfermedad cronica que provoca la destruccién localizada
de los tejidos duros del diente debido a la produccién de acidos derivados de la
fermentacién de carbohidratos por bacterias (Fejerskov y Kidd, 2008). Ademas de
entenderse la desmineralizacion y posterior cavitacion como los signos de la
enfermedad, se comprende como un proceso mediado por una disbiosis que se
inicia en la biopelicula que se deposita y acumula sobre la superficie de los dientes
(Selwitz et al., 2007, Twetman et al.,2018). Los factores de riesgo asociados a
caries incluyen factores fisicos, bioldgicos, medio ambientales, de comportamiento
y relacionados con los estilos de vida. Entre ellos, se encuentran un alto namero
de bacterias cariogénicas, inadecuado flujo y/o composicion salival, insuficiente
exposicion a fluoruros, higiene oral deficiente y condiciones de pobreza. (Selwitz et
al., 2007)

La caries dental es una enfermedad crénica de progresion lenta en la mayoria de
las personas, se puede presentar en la corona o la raiz del diente, puede afectar
esmalte, dentina y cemento. Ademas de encontrarse tanto en superficies lisas o
en surcos y fisuras, las lesiones se manifiestan clinicamente en diversos estadios
(Fejerskov y Kidd, 2008). La caries dental no es solo el término utilizado para
describir la lesion (cavitacion, desmineralizacién) sino que también describe los

eventos metabdlicos que ocurren en la biopelicula que cubre el area afectada.

Dicha enfermedad se presenta de manera muy comun a nivel de todas las
edades, de acuerdo al estudio de la carga global de enfermedades, lesiones y
factores de riesgo al afio 2010, la caries dental no tratada en denticion permanente
constituye la condicion mas prevalente evaluada para la totalidad del estudio, con
una prevalencia global del 35% para todas las edades combinadas, por otro lado
la caries dental no tratada en denticion temporal ocupa el décimo lugar de
prevalencia, afectando al 9% de la poblacién global (Marcenes et al., 2013). De no
tratarse, puede provocar en sus estadios mas avanzados, dolor, pérdida de

dientes y disminucién de la calidad de vida de quienes la padecen.



La caries dental es un problema de salud publica y una enfermedad altamente
prevalente en Chile y el mundo. Segun el ultimo informe de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la caries afecta al 60-90% de los escolares y cerca del
100% de los adultos (Petersen, 2003).

Desde un punto de vista quimico, la caries dental puede ser entendida como una
pérdida de iones desde la superficie del diente hacia la saliva. Si la difusion o el
flujo de iones calcio, fosfato y carbonato desde la superficie del diente hacia la
saliva continla de manera permanente, se producira pérdida neta de minerales y
eventualmente una cavitacion (Selwitz et al., 2007). La caries dental es una
enfermedad que se puede controlar y potencialmente revertir en sus etapas
iniciales. Sin embargo, si la lesion progresa, se detiene o se revierte dependera
del balance entre desmineralizacion y remineralizacion del esmalte dentario. Por lo
cual, es importante conocer el proceso y etiopatogenia, sus factores de riesgo, sus
formas de prevencién y tratamiento, de manera de intervenir eficazmente a nivel

comunitario e individual.

En una revision publicada por Marsh en el 2010, explica que a los segundos de
erupcionar o momentos después de higienizar, la superficie dentaria es cubierta
por una pelicula de moléculas derivada principalmente de la saliva, el fluido
gingivo crevicular, proteinas y glicoproteinas bacterianas. Inicialmente solo
algunas especies de bacterias son capaces de adherirse a esta pelicula, las
cuales son especies comensales de la cavidad oral y son denominados
colonizadores primarios, compuestos mayoritariamente por Streptococcus spp. se
caracterizan por usar receptores complementarios en la pelicula formada para

adherirse de manera irreversible.

Posteriormente el metabolismo de los colonizadores primarios comienza a
modificar el medio local (reduciéndolo), luego de consumir el oxigeno disponible,
la biopelicula evoluciona y se puede observar como, mediante procesos de
coagregacion, se van incorporando los colonizadores secundarios y tardios,
muchos de ellos anaerobios estrictos. En la biopelicula las bacterias comienzan a
producir polimeros extracelulares conformando la matriz, la cual es mas que un
mero andamio ya que puede retener y adherir moléculas como enzimas y retrasar
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la penetracion de moléculas con carga hacia el interior. (Marsh, 2010, Nigel et
al.,2017)

La biopelicula esta espacial y funcionalmente organizada; lo cual induce nuevos
patrones de expresion genética en los residentes, al mismo tiempo la proximidad
de los residentes proporciona la oportunidad para la interaccién bacteriana, tales
como: 1) formacién de cadenas alimentarias y cooperacién metabdlica, 2)
sefalizacion célula-célula, 3) transferencia genética, 4) produccion de moléculas
inhibidoras para excluir microorganismos que compitan por el sitio y nutrientes.
Una vez establecida, la composicion de la microbiota permanece relativamente
estable en el tiempo a menos que ocurran importantes cambios en el ecosistema.
(Marsh, 2010. Nigel et al.,2017)

Desde un punto de vista microbiolégico la caries dental es un proceso, en que los
estadios de la enfermedad se caracterizan por una severidad creciente. El proceso
se inicia en presencia de carbohidratos fermentables (sacarosa, glucosa y
fructosa, etc.) disponibles y microorganismos acidogénicos de la biopelicula, los
cuales producen acidos organicos débiles como resultado de su metabolismo, lo
cual genera una reduccion del pH local por debajo del valor critico de 5,5 dando
paso, tanto a la seleccion de microorganismos acidogénicos, como a la disolucion
del cristal de hidroxiapatita encontrado en esmalte, dentina y cemento. (Kawashita
et al., 2011), Dicho proceso es el resultado de un desbalance ecoldgico en el
equilibrio fisiologico entre los minerales del diente y los microorganismos

presentes en la biopelicula.

De acuerdo a la teoria ecoldgica de placa propuesta por Marsh, la enfermedad de
caries ocurre como consecuencia de un desbalance en la microbiota comensal
residente producto del enriqguecimiento de la biopelicula en bacterias
potencialmente mas cariogénicas debido a condiciones frecuentes de bajo pH en
respuesta a cambios en la dieta o en la secrecidon salival (Marsh, 2010). La
seleccion de bacterias patogénicas o patobiontes, esta directamente asociada a
cambios en el medio ambiente y la enfermedad no tiene una causa especifica,

sino que cualquier especie que presente rasgos cariogénicos relevantes tales



como produccion y tolerancia a &cidos y produccion de polisacaridos intra y
extracelulares, podrian contribuir al proceso de caries (Marsh, 2010).

En 2008, Nyvad y Takahashi propusieron una extension a esta teoria ecoldgica.
En ella, los autores plantean que cuando el suministro de azlcar es abundante o
la secrecién salival es muy escasa para neutralizar los acidos producidos por la
biopelicula, la disminucién de pH en la placa aumenta la acidogenicidad y la
acidurancia de las bacterias del grupo Streptococcus no mutans de manera
adaptativa. Bajo estas condiciones de severa y prologada exposicién a acidos se
produce una seleccion de bacterias de "bajo pH" y Actinomyces spp. resultando en
una microbiota mas acidogénica. Estos cambios en el fenotipo de la microbiota
pueden cambiar el balance neto entre la desmineralizacion y remineralizacion
produciendo pérdida de minerales. Cabe destacar que este proceso no solo
involucra a S. mutans y Lactobacillus spp., sino también a cepas aciduricas de
Streptococcus del grupo no-mutans, Actinomyces, Bifidobacterium y levaduras.
Asi, muchos microorganismos acidogénicos y aciduricos estan involucrados en el
proceso de caries, apoyando la nocion de que la etiologia de la caries dental es
muy compleja. (Takahashi y Nyvad, 2008; 2011, Nigel et al.,2017).

Adicionalmente, los estudios realizados por Mira en el 2015, desde la perspectiva
metagendmica han permitido proponer la hipétesis de que la caries dental es, un
proceso compuesto de dos etapas: iniciacion o desmineralizacion de esmalte,
seguida de la progresion a través de la dentina. En los ensayos, se describio que
la diversidad y funciones microbianas son distintas en las diferentes etapas de la
progresion de la caries dental. La mayor diversidad bacteriana encontrada
correspondié a muestras de placa dental, la que disminuyd dramaticamente en las
muestras de lesiones de caries dentinaria y dentinaria profunda. El nicho ecoldgico
menos diverso encontrado en la cavidad oral fue el sitio de la lesion de mancha
blanca, donde se encontré comparativamente, el menor nimero de especies
bacterianas (Simén-Soro et al., 2013). La importancia de estos hallazgos radica en
gue las bacterias que habitan los ambientes asociados a caries son tan sélo un
subconjunto de la comunidad bacteriana total, donde las lesiones de caries

representan nichos ecologicos selectivos que permiten el crecimiento y
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sobrevivencia de bacterias especializadas. Y que si bien el uso de muestras de
saliva se ha considerado histéricamente apropiado para estudios epidemiolégicos,
investigaciones microbiologicas futuras que pretendan responder interrogantes
sobre la etiologia o factores de riesgo de la enfermedad, debieran centrarse en la
microbiologia del sitio-especifico, esto es, de la lesion de caries dental,

reorientandose hacia nuevas técnicas de muestreo.

Por otra parte el tratamiento convencional de la caries dental ha sido
histéricamente la remocion de la lesién. Sin embargo, se ha demostrado que el
enfoque restaurador basado en la operatoria clasica por si solo, no logra controlar
la enfermedad. El desarrollo de lesion de caries asociada a una restauracion
preexistente es una situacion comun y también la primera causa de fracaso de
restauraciones. Por lo tanto, el enfoque de tratamiento debe centrarse en impedir
gue se produzca una lesién de caries (prevencion primaria) y en un tratamiento
temprano de la lesion (prevencion secundaria), ademas de medidas
complementarias como el cepillado con pastas fluoradas (Kawashita et al., 2011).
Mas aun, el tratamiento convencional puede provocar sobretratamiento y costos
innecesarios (Graves et al., 2004) lo cual presenta un incentivo mas para alejarnos

del tratamiento clasico y centrarnos en la prevencion o tratamientos no invasivos.

Por lo mencionado, se han desarrollado diversas estrategias preventivas para el
manejo de la caries dental, entre las que se describen algunos mecanismos para
modificar la biopelicula y asi reducir el desafio cariogénico. Dentro de este ultimo
grupo se encuentran las bacterias probidticas, las que han sido, en las Ultimas
décadas, utilizadas en el tratamiento y prevencion de una amplia gama de

condiciones y patologias en el ser humano (Longbottom et al., 2009).

Los probiéticos son microorganismos Vivos que actian como suplemento
alimenticio y pueden beneficiar al hospedero influenciando el balance entre las
especies comensales de la microbiota intestinal y oral (Caglar et al., 2009).
Actualmente para considerar que una bacteria posee efecto probidtico debe
cumplir con una serie de requisitos tales como: identificar la especie y familia del
probidtico, considerar estudios in vitro complementados con estudios in vivo en
animales y humanos, entre otros (WHO/FAOQO, 2002). En relacion al mecanismo de
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accion de los probidticos se han propuesto diferentes vias. Sin embargo, los
estudios aun son poco concluyentes, algunos de ellos se asocian a la produccion
de algunas sustancias antimicrobianas como: peroxido de hidrogeno, acidos
orgénicos y bacteriocinas, ademas podrian competir con la adhesién a la mucosa.
Por otro lado, los probidticos pueden modificar el ambiente circundante modulando
el pH y/o el potencial de 6xido reduccién. Finalmente podrian presentar beneficios
estimulando la respuesta inmune no especifica del hospedero (Bonifait et al.,
2009).

El estudio del efecto de la terapia con probioticos es de interés, no sélo a nivel de
salud general, sino también, en el control y la prevencién de la caries dental. El
principio basico que sustenta el uso de bacterias probioticas radica en la
introduccidon de una cepa efectora, no patdégena, en la microbiota del hospedero
permitiendo mantener o restaurar el microbioma natural al interferir o inhibir a otros
microorganismos, especialmente aquellos patdégenos (Twetman y Keller, 2012). El
uso de probioticos en relacién a caries dental se debe al potencial que éstos
presentan de sustituir o desplazar a las bacterias cariogénicas de la cavidad oral
(Longbottom et al., 2009).

Las principales cepas aisladas o desarrolladas para aplicaciones gastrointestinales
han sido también adoptadas y estudiadas para verificar su efecto a nivel de la
cavidad oral, persiguiendo diversos objetivos, tales como: reduccion de incidencia
de caries, control del pH de la biopelicula, modificaciones en el recuento de

especies del grupo Mutans Streptococci y otros microorganismos cariogénicos.

Entre las cepas probidticas destacan Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus
rhamnosus LB21, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus. paracasei, Lactobacillus
brevis CD2, Bifidobacterium spp., entre otras (Cagetti et al., 2013). En general
Lactobacillus spp. son considerados bacterias cariogénicas, sin embargo, estudios
clinicos e in vitro apoyan la idea de sus efectos beneficiosos en la salud oral
(Badet y Thebaud, 2008).

En una revision sistematica publicada en el 2012 por Twetman y Keller, se

presentd la evidencia disponible correspondiente a 33 publicaciones, las cuales
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variaban entre estudios in vitro y estudios clinicos controlados realizados en
humanos, en los que se estudia el rol de la administracion de probi6ticos sobre el
desarrollo de caries y los factores de riesgo asociados a ella. Los resultados del
analisis demostraron ser positivos presentandose reduccién en la presencia de
Streptococcus mutans en saliva (estudio en humanos) luego de ingerir el
probidtico. En otra revision publicada el 2016 por Gruner y Paris donde se
analizaron 50 publicaciones, las cuales fueron publicadas entre 2001 y 2015 y
presentaban principalmente estudios de tipo grupos paralelos y cross-over en
humanos en los cuales se estudia el efecto del probiético en factores de riesgo de
caries tales como recuento de S. mutans y Lactobacillus spp. Los resultados del
andlisis indican que si bien muchos estudios logran demostrar disminucion de
recuento de S. mutans, aun la evidencia es insuficiente para usar probioéticos en el
tratamiento de las caries, sin embargo, al no presentar efectos adversos ni
aumento en el riesgo de caries tampoco hay argumento suficiente para rechazar la
terapia con probidticos. (Gruner y Paris, 2016). Ademas, Jorgensen et al.
realizaron, también en el 2016, una revision buscando especificamente trabajos
cuyo método de evaluacion fuera aparicion o progresion de caries en dientes
primarios de nifios de 0 a 6 afios, encontraron 7 publicaciones las cuales
indicaban que los probiéticos prevenian o reducian las caries tempranas de la
infancia, sin embargo, solo hubo una diferencia estadisticamente significativa en 4

de los estudios (Jorgensen et al., 2016).

Los resultados de un estudio clinico comunitario controlado aleatorizado por
clusters (Rodriguez et al., 2016) evidenciaron que en una poblacién de
preescolares luego de 10 meses de consumo regular de leche con probidtico L.
rhamnosus, el grupo experimental presentd valores de prevalencia de caries,
incidencia de nuevos nifios con lesiones de caries, incidencia de nuevos dientes
con lesiones de caries tanto cavitadas como no cavitadas, significativamente
menores que el grupo control (p<0,05). Por su parte, la prevalencia de lesiones de
caries cavitadas y no cavitadas y la incidencia de nuevos dientes con lesiones de
caries solo cavitadas, aun cuando presentaron valores menores, estos no fueron

significativos (p>0,05). Nase et al el 2002 realizo un estudio placebo-control de 7
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meses con nifios preescolares en el cual demostré que para los nifios de 3 a 4

afios el consumo de probidticos reducia el riesgo de caries significativamente.

Un mecanismo de accién que podria explicar de forma tedrica los resultados
clinicos beneficiosos de estos estudios podria tener relacion con que la cepa
probidtica interfiri6 y modificé la biopelicula oral, modulando la ecologia local
interfiriendo con el desarrollo de bacterias patdgenas productoras de &cidos
organicos, logrando asi que el pH se mantenga por sobre la cifra critica y se
conserve el balance desmineralizacion/remineralizacién. Considerando este
posible efecto tépico, las bacterias probioticas tendrian que haber ocupado el
hébitat de las bacterias patégenas mediante fendmenos de adhesién a estructuras
orales y desarrollando competencia con los microorganismos cariogénicos, ya que

la adherencia es un factor esencial para la colonizacion.

Diversos estudios a corto plazo parecen indicar que la colonizacion del medio oral
es de caracter temporal, la mitad de los participantes dejan de evidenciar
probidtico en saliva para el primer dia luego de terminar con la exposicion y para el
séptimo dia solo algunos individuos lo presentaban. (Caglar et al., 2009; Petti et
al., 2001; Yli-Knuuttila et al., 2006)

Por otro lado, se ha postulado previamente que para que el probidtico consiga los
efectos bioldgicos deseados, éste deba instalarse de manera permanente en la
cavidad oral, ya que si el tiempo de contacto que tiene con la biopelicula es
reducido, la actividad de éste seria débil. Productos que contienen L. rhamnosus
GG muestran un rapido clearence de la boca al finalizar la ingesta. Estudios en
heces, placa y saliva muestran que las bacterias probioticas se pueden detectar
hasta una semana después de finalizado el consumo y es por ello que el disefio
de estudios clinicos se basan en el consumo diario regular. Cabe destacar que en
un analisis hecho por Teughels et al. el afio 2008, se menciona la dificultad para
un probidtico exdgeno de poder competir con la microbiota enddégena y se sugiere,
por lo tanto, el tratamiento previo con antibidticos de amplio espectro para

aumentar las chances de colonizacion.
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Al analizar los estudios sobre el tema, es evidente que en su gran mayoria utilizan
marcadores subrogantes, tal como las unidades formadoras de colonias de S.
mutans, para determinar el riesgo de caries y solo unos cuantos investigadores
analizan el desarrollo de nuevas caries o la progresibn de las lesiones
previamente establecidas para determinar el riesgo de caries (Gruner y Paris,
2016), estos ultimos son marcadores mucho mas certeros a la hora de evaluar la

efectividad de los tratamientos con probidticos.

Un tipo de modelo de estudio que permite estudiar el fendbmeno de caries sin
poner en riesgo a los participantes es el modelo in situ. El modelo in situ permite
analizar un fenébmeno en el lugar y condiciones donde este mismo se desarrolla,
ademas permite simular la compleja condicion intra oral a la vez que se incorporan
protocolos de experimentacion determinados por el investigador (Young-Hye Sung
et al.,2014). Para implementar un modelo in situ es necesario fabricar un aparato
removible que sostendra blogues de esmalte de volumen variable, estos
dispositivos son usados por los voluntarios por un tiempo determinado por el
investigador, mientras son (generalmente) instilados con sacarosa a intervalos

regulares.

Los modelos in situ son cercanos a la situacion clinica debido a la formacion de
biopelicula, asi mismo se ha demostrado que son capaces de generar caries en
bloques de esmalte en un periodo de 14 dias (Moron et al, 2012. Cury JA et
al.,1997) significando una herramienta adecuada para evaluar la forma en que
diversos agentes interactian con el proceso de caries tales como fluoruros (Cury
JA et al.,1997) o probidticos.

Dado lo expuesto, nos encontramos con que la evidencia es poco concluyente con
respecto al mecanismo de accion de los probidticos. Adicionalmente tampoco se
ha determinado si su efecto en la disminucion de la incidencia de lesiones de
caries es debido a una aplicacion tépica, sistémica o mixta y como esto se ve
reflejado en las caracteristicas de la biopelicula oral. Por lo mencionado, es que se
plantea la siguiente pregunta de investigacion ¢Cudl es el efecto del probidtico
Lactobacillus rhamnosus en formato topico en la diversidad y abundancia de la
biopelicula bucal en un modelo in situ de caries?
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3. Hipotesis y Objetivos

3.1. Hipotesis.
Existen diferencias en la diversidad y abundancia bacteriana de la biopelicula
obtenida en un modelo in situ de caries entre un grupo instilado con Lactobacillus

rhamnosus comparado con un grupo control.

3.2. Objetivo General.
Establecer la diferencia de diversidad y abundancia bacteriana en biopelicula
obtenida en un modelo in situ de caries entre un grupo instilado con Lactobacillus

rhamnosus y uno control.

3.3. Objetivos especificos.

1. Determinar la diversidad y abundancia bacteriana en biopelicula obtenida
en un modelo in situ de caries en un grupo instilado con Lactobacillus
rhamnosus.

2. Determinar la diversidad y abundancia bacteriana en biopelicula obtenida
en un modelo in situ de caries en un grupo control.

3. Determinar diferencias en la diversidad y abundancia bacteriana en

biopelicula entre grupo probiotico y grupo control.
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4. Materiales y Métodos
4.1. Estudio

Tipo de estudio: Analitico experimental, que incluye un modelo de caries in situ.

Este estudio se encuentra adscrito al proyecto de investigacion Fiouch el cual
comprende 2 lineas de investigacion, la primera que analiza la microbiologia y otra
gue analiza la micro dureza, asi mismo cuenta con 4 grupos de estudio: grupo
control, grupo probiotico tdpico, grupo probidtico sistémico y grupo probiético
mixto. El presente estudio comprende la rama microbioldgica y solo analiza los
primeros dos grupos experimentales.

Para seleccionar a los voluntarios se aplicaron los siguientes criterios: a) Criterios
de inclusion: Sujetos adultos mayores de 18 afios, sistémicamente sanos, no
fumadores, libres de enfermedad gingival, libres de caries sin tratar (C= 0), con un
maximo de 2 obturaciones (O= 2) y sin pérdida de dientes (P= 0). b) Criterios de
exclusion: Sujetos sometidos a tratamientos antibidticos o antisépticos bucales en
un plazo de seis meses anteriores a la fecha de inclusion en el estudio. Sujetos
gue presentaran alteraciones en el flujo salival o consumo de farmacos que alteren

el flujo salival.

4.2 Materiales

4.2.1. Diseno y confeccion del dispositivo intra oral

1) Obtencion del modelo: Se obtuvo
un modelo de yeso de la arcada
superior de cada voluntario
mediante una impresion de

alginato con cubeta stock.

., - Fig 1: Plataforma de acrilico montada en modelo de yeso, las
2) Obtencion plataforma de acrilico:

flechas sefialan blogues de esmalte vestibular.
Se envié el modelo de yeso al
laboratorio bajo instrucciones de confeccionar el aparato acrilico removible

gue sirvio de plataforma para el montaje de 5 bloques de esmalte (Fig 1).
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3) Obtencion de los bloques de esmalte:

a) Los bloques se prepararon desde terceros molares incluidos que
fueron extraidos, estos fueron donados por pacientes con
indicaciébn de extraccibn y que consintieron voluntariamente
(anexo 1).

b) Los molares se mantuvieron en solucién de Timol 0.1%, por al
menos un mes (Cury JA et al.,1997). Para asegurar la esterilidad
de los bloques de esmalte, estos fueron autoclavados.

c) Se cortaron bloques de esmalte de dimensiones 2x2x2 mm y
2x2x3 mm utilizando un disco de corte de diamante.

4) Obtencién del dispositivo: Los bloques de esmalte fueron rotulados con
nameros del 1 al 5 empezando desde la derecha del dispositivo (Fig 2), se
ubicaron (utilizando adhesivo para mantenerlos en su lugar) 4 por vestibular
(2x2x2 mm) y uno por palatino (2x2x3 mm) (Cury JA et al.,1997), este
ultimo se encuentra cubierto con aislante en su mitad izquierda y fue

utilizado en otra investigacion.

A cada paciente se le instald su dispositivo y se corrigid cualquier interferencia o
molestia que presentara, luego se les entreg6 las instrucciones y se les indic6 que

iniciaran el tratamiento al cabo de 2 dias.

Fig 2: Numeracion de los blogues de esmalte en dispositivo
acrilico
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4.2.2. Protocolo de tratamiento

Los voluntarios fueron asignados por conveniencia a 2 grupos de experimentacion,
localizados en diferentes regiones, uno en la Regién Metropolitana de Santiago y

otro en la Regiéon de Valparaiso (A y B), siguiendo el siguiente protocolo de

aplicacion:

Grupo A, estudiantes de Odontologia de la

Regién Metropolitana de Santiago: este \&
4

grupo fue expuesto al uso de probiotico y K
sacarosa al 20% de manera topica. Se les K

RN

instruy6 instilar, sobre los bloques de LYy, L4
esmalte, 1 gota (50 pL) de solucién de : 8vs:°c%r373ia b
20% de sacarosa, 8 veces al dia cada 2 N ot

horas (Aires C.P et al.,2006) y 5 gotas de Fig 3: Protocolo de tratamiento grupo A.

suspension de Lactobacillus rhamnosus
SP1, preparada en 100 mL de agua (Sacco, Italia) en una concentracién de 10°

UFC/ml (anexo 2), 1 vez al dia en conjunto con la primera aplicacion de sacarosa
(Fig 3).

Grupo B, estudiantes de Odontologia de la
N Region de Valparaiso: este grupo fue

x é expuesto solo a sacarosa al 20% de manera
- - , , L
'y topica. Se les instruyd instilar, sobre los
& -
a % bloques de esmalte 1 gota de solucion de
/ Sacarosa

8vecesialidia 20% de sacarosa, 8 veces al dia cada 2
v horas (Aires C.P et al.,2006) (Fig 4).

{

Fig 4: Protocolo de tratamiento grupo B. . . .
Los voluntarios debieron utilizar los aparatos

dia y noche por 16 dias, absteniéndose de fumar, usar colutorios y consumir
bebidas alcohdlicas mientras ocuparon el dispositivo. Para cepillar sus dientes los

participantes debian retirar el dispositivo.
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4.2.3. Obtencion de muestra de Biopelicula

1) Primera recoleccién: Pasados los primeros 2 dias los voluntarios fueron
citados a la clinica odontoldgica de la facultad de Odontologia U. de Chile
para recoger la biopelicula acumulada en los bloques vestibulares con
cucharetas estériles (69/70), se recogié un pool de biopelicula que fue
depositado en un tubo centrifuga tipo eppendorf que contenia 100 uL de
solucion buffer TE, se definieron estas muestras como el tiempo 1 (T1).
Luego de tomadas estas muestras todos los voluntarios debieron utilizar los
dispositivos por 14 dias mas, iniciando el tratamiento correspondiente al
grupo que pertenecia cada individuo. Accesoriamente, se les entregé
instrucciones detalladas sobre el uso del dispositivo (anexo 3).

2) Segunda recoleccion: Terminado el periodo de 14 dias, se repite el proceso
descrito anteriormente, estas muestras fueron definidas como el tiempo 2
(T2).

La evaluacion del compromiso y cumplimiento, por parte de los voluntarios, se
realizO mediante una pauta que se les entreg6 por escrito en la que ellos, a
conciencia, registraron la aplicacion de los tratamientos por hora (anexo 4) y una
encuesta que se efectud posterior al término del tratamiento que evalud el
cumplimiento del protocolo, ademas de las desventajas que puede tener el modelo

in situ en cuanto a uso y la comodidad del dispositivo (anexo 5).

4.3. Extraccion de ADN

La biopelicula obtenida se resuspendié y homogenizé en vortex 45 segundos.
Para la extraccion de ADN se utilizé el Kit Epicentre, MasterPure ® y se realiz6
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, a la muestra se le
incorpord 130 yL de Buffer de Lisis y lisozima, luego se incubd a 37°C por 1 hr,
seguido por incubacion en a 65°C con 1 pL de proteinasa K. Se agreg6 300 uL de
precipitante de proteinas (MPC) y se recuperd (por centrifugacion) 300 pyL de
sobrenadante al que se incorporé isopropanol para precipitar el ADN y 2 lavados

con etanol. EI ADN obtenido se rehidraté con agua libre de nucleasas estéril.
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4.4. Cuantificacion de ADN

Una vez obtenido el ADN de cada muestra, se cuantificO por fluorometria
utilizando el sistema Qubit, que permite determinar la concentraciéon de ADN en

las muestras analizadas.

4.5. Amplificacion y secuenciacion del gen 16S ADNr

Los siguientes procedimientos descritos fueron realizados en los Laboratorios para
el Estudio del Microbioma Oral del Centro Superior de Investigacion en Salud
Publica de Valencia, Espafia (Fisabio).

Utilizando el ADN gendmico se obtuvieron amplicones del gen 16S ADNr, para la
preparacion de librerias y posterior secuenciacion metagendémica. Se utilizaron
primers especificos descritos por Klindworth et al (2013) con la adicion de
adaptadores que permiten mejorar el rendimiento de secuenciacién. Las
secuencias especificas utilizadas en este protocolo codifican para las regiones V3
y V4 del gen 16S ADNr, resultando en un amplicon unico de 460 pb. Luego de la
amplificacion del gen 16S ADNr, el ADN fue secuenciado en un secuenciador
Miseq de acuerdo con las instrucciones del fabricante (lllumina) usando el

protocolo con un control pareado de 2x300 pb.

Para el andlisis, s6lo se consideraron las secuencias pareadas y sobrepuestas. Se
realizd un control de calidad a las secuencias utilizando el programa PRINSEQ
(Schmieder y Edwards, 2011). Secuencias con un largo menor a 250 nucleétidos
no fueron consideradas; el trimado de las secuencias fue realizado eliminando
nucledtidos que no cumplieran con un estandar minimo de calidad. Secuencias
guiméricas del 16S ADNr fueron filtradas usando el programa USEARCH (Edgar
et al., 2011). Las secuencias obtenidas y seleccionadas fueron clasificadas
taxondmicamente por el RDP-classifier (Wang et al., 2007) y Dada2 pipeline
(Callahan et al., 2016).
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4.6. Analisis de datos y graficos

Para presentar la distribucion proporcional del valor de importancia de cada
especie 0 abundancia relativa (Moreno, 2001), en cada uno de los cuatro grupos
se graficd las proporciones segun numero de unidades taxonémicas operativas
(N° OTUS) de cada género. El criterio propuesto para considerar la inclusion de un
género fue que éste debia estar presente en todos los sujetos. Una vez
determinados los géneros mas abundantes, se analizaron, de la misma manera,

las especies pertenecientes a estos géneros mediante gréaficos de proporcion.

Para analizar la biodiversidad intrinseca en cada comunidad oral o alfa-diversidad
(Moreno, 2001), se utiliz6 tanto los indices de Shannon y Simpson como también
el numero de OTUS, tanto a nivel de género como a nivel de especie, los datos se
analizaron entre grupos (control, probidtico) y entre tiempos (tiempo 1, tiempo 2),
para el andlisis del grupo control tiempo 2 y probiotico tiempo 2, se analizaron los
deltas (diferencia entre T1 y T2), en estos analisis de dos grupos se aplico la
prueba de Shapiro-Wilk para comprobar la presencia de una distribucion normal.
Para evaluar la significancia estadistica se aplicaron pruebas T Student y T
Student pareado segun fuera el caso. En caso de no presentarse una distribucion
normal se utilizaron pruebas no paramétricas como Mann-Whitney o Wilcoxon
para datos pareados o no pareados respectivamente. Todos los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism version 8.0.0,

con un intervalo de confianza del 95%.

5. Resultados

5.1. Muestra

En este trabajo participaron 12 voluntarios, 6 femeninos y 6 masculinos entre 18 y
29 afos, con buena higiene oral, indice de sangrado menor al 20%, libres de
caries sin tratar (C= 0), con un maximo de 2 obturaciones (O < 2) y sin pérdida de
dientes (P= 0), a cada uno se le asigné un numero identificador de un digito si

pertenecia al grupo probiotico o de 2 digitos si pertenecia al grupo control. Uno de
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los participantes fue eliminado del estudio por necesidad de tratamiento con
antibidtico dentro de los primeros dias del estudio y otro participante se retir6 del

estudio horas antes de comenzar con la instalacion del dispositivo.

5.2. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de ADN en sistema Qubit resulté variada. Sin embargo, en cada
muestra la cantidad de ADN encontrado fue adecuada para proceder con el

procedimiento de secuenciacion.

5.3. Abundancia de género

La metodologia de secuenciacion empleada para este estudio permitié detectar un
total de 246 géneros. Para el analisis de datos se aplicd los siguientes criterios:
Los géneros debieron encontrarse en todos los participantes del grupo y tiempo
correspondiente, el total de géneros considerados debian comprender al 95% de
la biopelicula de la muestra. Luego de aplicados estos criterios se obtuvo, en total,

13 géneros.

Al agrupar los géneros por Phylum, en el grupo probidtico T1, Firmicutes fue el
dominante (49%), seguido por Fusobacteria (17%), Proteobacteria (12%),
Bacteroidetes (12%) y finalmente Actinobacteria (9%), posterior a la exposicion a
probidtico se observd como Phylum dominante a Firmicutes (65%) seguido por
Proteobacteria (13%), Bacteroidetes (8%), Fusobacteria (8%) y finalmente
Actinobacteria (6%). En el grupo control la distribucidon se mantuvo tanto antes
como después de la exposicion a sacarosa, sin embargo, los porcentajes variaron:
Firmicutes (72% / 79%), Actinobacteria (14% / 9%), Proteobacteria (8% / 5%),

Fusobacteria (1% / 2%) respectivamente.

Al ordenar los géneros por abundancia se observd que en el grupo probidtico en
T1 el mas abundante resultd ser Veillonella seguido de Leptotrichia, Rothia,
Neisseria, Porphyromonas, Streptococcus, Fusobacterium, Capnocytophaga,
Haemophilus, Gemella, Granulicatella (Fig 5 A). Para el T2 nuevamente Veillonella

resultdé ser el méas abundante seguido de Haemophilus, Streptococcus,
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Fusobacterium, Granulicatella, Capnocytophaga, Porphyromonas, Neisseria,
Leptotrichia, Actinomyces, Rothia, Gemella, Campylobacter (Fig 5 B). Por otra
parte, en el grupo control en T1, el género Veillonella mantuvo el predomino,
seguido de Streptococcus, Rothia, Neisseria, Granulicatella, Haemophilus,
Gemella, Leptotrichia (Fig 5 C), y en T2 se caracteriz6 por mantener la misma
distribucion de la abundancia que en T1 en los primeros 5 géneros (Fig 5 D)

Del total de 11 géneros clasificados como los mas abundantes en el grupo

probidtico en T1, el 100% de ellos se conservé en T2 (Fig 5 A, B). Por otro lado,

100% Granulicatella 100% T— Campylobacter
90% Gemella 90% . Gemella
80% Haemophilus 80% - Rothia
70% W Capnocytophaga 70% I B Actinomyces
60% W Fusobacterium 60% u Le;?totr ’.Ch’a
50% Streptococcus 50% Neisseria
40% 40% B Porphyromonas
° B Porphyromonas °
30% .p y . 30% Capnocjytophaga
Neisseria Granulicatella
20% . 20% .
10% Rothia 10% W Fusobacterium
(+] (]
W Leptotrichia Streptococcus

0% 0% Haemophilus

i m Veillonella P

A Probiotico T1 B Probiotico T2 ® Veillonella
100% — 100% —

90% W Leptotrichia 90% Haemophilus

0, 800

80% Gemella & W Fusobacterium

70% 70%

60% Haemophilus 60% Gemella

50% Granulicatella 50% Granulicatella

40% Neisseria 40% Neisseria

30% Rothia 30% Rothia

20% 20%

Streptococcus Streptococcus

10% 10%
0% 0%
C Control T1 D Control T2

W Veillonella | Veillonella

Fig 5: Abundancia de géneros en probiodtico T1 (A) y T2 (B), control T1 (C) T2 (D)

en T2 también se encontr6 2 géneros que no fueron detectados en T1:
Actinomyces, asociado a infecciones orales, siendo el mas comdn A. viscosus y
Campylobacter con C.gracilis como la especie mas abundante del género (datos
no presentados). Ademas, se detectdé un cambio en la distribucion de los géneros
ya existentes, difiiendo asi el orden de abundancia en T2 con respecto a T1 (Fig

5). Los géneros que presentaron mayor variacion en T2 fueron Veillonella (36% /
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50%), Leptotrichia (12% / 3%), Rothia (8% / 3%), Neisseria (8% / 4%),
Porphyromonas (9% / 4%), Haemophilus (4% / 8%).

El grupo control que solo fue expuesto a sacarosa presentd una distribucién
similar de géneros en el tiempo 1y tiempo 2 (Fig 5 C, D). Sin embargo, fue posible
detectar algunas diferencias: El género Leptotrichia no fue detectado posterior a la
aplicacion de sacarosa, mientras que se detectd Fusobacterium, presentando
como especie dominante a F. masiliense (Fig 12). Ademas, disminuyé el
porcentaje de abundancia de Rothia (14%/9%). Pese a esto el orden de

dominancia de los géneros mas abundantes tendié a mantenerse.

5.4. Abundancia de especies

El andlisis de abundancia de especie se realizé siguiendo los siguientes criterios:
De los géneros mas abundantes se considero solo las especies comprendidas en
al menos 95% del género, luego se comparo las especies del tiempo 1 con las del
tiempo 2, sin hacer comparaciones cruzadas entre grupos probioticos con
controles. De la misma forma, géneros que fueron detectados en tiempo 2 y no
estaban en tiempo 1 fueron ignorados. A continuacion, se exponen los resultados

agrupados.
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5.4.1. Veillonella

Especie cocacea, Gram negativo agrupada en diplococo, anaerdbica. Se observo
gue tanto en grupo probidticos como en grupo controles se presentaron multiples
Veillonella spp. En el grupo probidtico, se encontraron 4 especies tanto en T1
como en T2, de la misma manera en el grupo control hubo 3 especies en T1y en

T2, la especie dominante en todos los casos fue V. parvula (Fig 6).

100% - . :/:;l(l)zr;zlla 100% m Veillonella;s
90% . ) 90% tobetsuensis]
80% B Veillonella;s dispar 80%

70% 37% ATCC 17748] 70% Veillonella NA
60% m Veillonella;s 60%
50% rogosae] 50% W Veillonella;s
40% m Veillonella;s 40% denticariosi]
30% denticariosi] 30% 54% m Veillonella;s
20% Veillonella parvula  20% parvula]
10% 10% Veillonella
0% u Veillonella;s 0% parvula

A Probiotico T1 parvula] B Probiotico T2

100% o . 100% gy Veillonella;s parvula

90% * Veillonella 90% 7{/5 ACS-068-V-Sch12]

80% 14% dispar 80% Veillonella NA

70% u Veillonella;s 70%

60% rogosae] 60% Veillonella parvula

50% Veillonella 50%

40% parvula 40% W Veillonella;s rogosae]

30% m Veillonella 30%

20% rogosae 20% m Veillonella rogosae

10% B Veillonella;s 10%

0% parvula] 0%
C Control T1 D Control T2

m Veillonella;s parvula]

Fig 6: Abundancia de Veillonella spp en probiético T1 (A) y T2 (B), control T1 (C) y T2 (D)

Al finalizar la intervencion, en el grupo probidtico, el analisis de abundancia no
detecto V. dispar ni V. rogosae pero, por otro lado, si se detect6 V. tobetsuensis y
Veillonella NA. En el T2 del grupo control no se detectd V. dispar y en su lugar se
detectd V. NA (al igual que en el grupo probiético) ademas, se aprecié un aumento

de V. péarvula y una disminucién de V. rogosae (Fig 6).
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5.4.2. Leptotrichia

Especie con forma de bacilo, Gram negativo, anaerobia facultativa, fermentadora y
productora de acido lactico. Tanto en el grupo probiético como en el grupo control
se presentaron multiples Leptotrichia spp. En el grupo probiético se observé 4
especies en el tiempo 1 y 5 especies en el tiempo 2, al contrario, en el grupo
control se observd 4 especies en el tiempo 1 y solo 2 especies en el tiempo 2, la
especie dominante en todos los casos fue L. NA (Fig 7).

100% ————] W Leptotrichia 100% Leptotrichia;s.
90% buccalis 90% | ?:gg)l;(:i?:gfg'sslsj
80% o 80% hofstadii F0254]
70% 2e?tot(rj/ch/a 70% W [eptotrichia wadei
ofstadii
609 609
OA’ o OA) Leptotrichia;s
50% W Leptotrichia 50% wadei]
40% hongkongensis 40% W Leptotrichia;s
30% 30% shahii]

Leptotrichia;s
buccalis C-1013-b] 20%
10% 10%

0% 0%
Ji Probiotio T1 B Probiotico T2

W Leptotrichia shabhii
20%
W Leptotrichia
hongkongensis
B Leptotrichia NA

M Leptotrichia NA

100% 100%

90% Leptotrichia;s 90%

80% hongkongensis] 80%

70% W Leptotrichia 70% Leptotrichia;s
60% buccalis 60% hongkongensis]
50% Leptotrichia,s 50% W Leptotrichia
40% wadei] 40% hongkongensis
30% | Leptotrichia 30% B Leptotrichia
20% hongkongensis 20% NA

10% B Leptotrichia NA 10%
0% 0%
G Control T1 D Control T2

Fig 7: Abundancia de Leptotrichia spp en probiético T1 (A) y T2 (B), control T1 (C) y T2 (D)

Con relacion a la abundancia de especies, en el grupo probidtico se dejé de
detectar L. bucalis en el tiempo 2 pero se detectd L. wadei y L. shahii. También se
observo el aumento de L. hongkongensis de un 4% a 16%, de L. NA y de L.
hofstadii (Fig 7).

En el grupo control, en el T2 no fue posible detectar L. wadei y L. buccalis, sin

embargo, L. hongkongensis duplicé su porcentaje de deteccidn.
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5.4.3. Porphyromonas

Especie de morfologia cocobacilar, Gram negativo, anaerébico y asacarolitico. El
género Porphyromonas en el grupo probidtico se ubicé dentro del 95% de los
géneros mas abundantes analizados, contrariamente en el grupo control se
encontré en el 5% menos abundante. Se observé que tanto en probidticos T1
como en controles T2 se presentd una Unica especie, mientras que en probidtico
T2 y controles T1, se presentaron dos especies (comportamiento contrario entre
controles y probiéticos). La especie dominante del orden superior al 90% fue P.

pasteri (Fig 8).

En el grupo probiético T2 detectamos P. catoniae en un 10% de abundancia

mientras que en el grupo control T1 se detectd P. catoniae en un 2% (Fig 8).

100%
90%

100%
90%

M Porphyromona

s catoniae
80% 80%
70% 70% Porphyromona
60% W Porphyromonas 60% s;s catoniae
50% pasteri 50% F0037]
40% ® Porphyromonas; 40% = Porphyromona
30% s pasteri] 30% s pasteri
20% 20%
10% 10% H Porphyromona
0% 0% s;s pasteri]
A Probiotico T1 B Probiotico T2
100% 100%
90% 90%
30% Porphyromonas; 30%
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60% 60% W Porphyromona
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10% 10%
0% 0%
C Control T1 D Control T2

Fig 8: Abundancia de Porphyromonas spp en probiético T1 (A) y T2 (B), control T1 (C) y T2 (D)
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5.4.4. Neisseria

Especie cocacea, Gram negativo, agrupada en diplococos. Se observé que tanto
En el grupo probidtico como en el grupo control se presentaron multiples Neisseria
spp. En el grupo probidtico se observo 5 especies tanto en T1 como en T2, asi
mismo, en el grupo control hubo las mismas 3 especies antes y después de la
aplicacion de sacarosa. La especie dominante resulté ser N. lactamica,
exceptuando el grupo control tiempo 2 donde la especie dominante fue N.
flavescens con una abundancia del 67% (Fig 9).

100% Neisseria oralis | 100% Neisseria
90% 90% 6% oralis
80% 80% 9
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0% lactamica] 0% flavesc;ens
SK114
C Control T1 D Control T2

Fig 9: Abundancia de Neisseria spp en probiético T1 (A) y T2 (B), control T1 (C) y T2 (D)

Al finalizar el tratamiento, en el grupo probidtico, analizando la abundancia no se
detectd N. flavescens pero si se detectdé N. elongata. También se pudo observar
un aumento de N. meningitidis y, por otro lado, una disminucion de N. lactamica de
89% a un 66% (Fig 9).
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En el grupo control luego de la exposicion a sacarosa, aumenta N. meningitidis en
conjunto con N. flavecens de un 39% a un 67% de abundancia, por otro lado,
disminuye N. lactamica de un 54% a un 19% de abundancia (Fig 9).

5.4.6. Rothia

Especie bacilar, Gram positivo, aerébica. Tanto en el grupo probiético como en el
grupo control se presentd multiples Rothia spp. En el grupo probiético como en el
grupo control se observé 3 especies en tiempo 1 que se repiten en tiempo 2. Las
especies dominantes en probidticos fueron R. mucilagenosa seguido por R.
dentocariosa, en cambio, en los controles la especie dominante fue R.
dentocariosa seguido por R. mucilagenosa (Fig 10).
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o mucilaginosa
60% 60% M Rothia
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20% M Rothia 20% M Rothia
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0% 0%
C Control T1 D Control T2

Fig 10: Abundancia de Rothia spp en probiético T1 (A) y T2 (B), control T1 (C) y T2 (D).

En tiempo 2 del grupo probiético, en cuanto a la abundancia, hubo un aumento de

R. mucilagenosa y de R. aeria, sin embargo R. dentocariosa disminuy6. En el
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grupo control se presentd una disminucion de R. dentocariosa mientras que las

especies R. mucilagenosa y R. aeria evidenciaron un aumento (Fig 10).

5.4.7. Streptococcus

El género Streptococcus es un grupo de bacterias formado por cocaceas Gram
positivo, pertenecientes al Phylum Firmicutes y al grupo de las bacterias &cido
lacticas. Estas bacterias crecen en cadenas o pares, la mayoria de las especies
de Streptococcus son anaerobios facultativos, como especie suele ser
heterogénea y su rol en el ecosistema también es diverso, variando desde un rol
protector como regulador del pH local a un rol cariogénico debido a la capacidad
acidogénica de algunas especies del género. Entre los Streptococcus detectados
en este estudio encontramos especies productoras de acidos débiles tales como:
S. oralis, S. mitis y S. gordonii. Ademas de especies alcalogénicas entre las cuales

se encuentran a S. cristatus, S. sanguinis y S. parasanguinis (Fig 11).

En el grupo probidtico se observo 5 especies antes de la intervencion y 6 especies
después. Al contrario, en el grupo control, se encontré 5 especies en tiempo 1y

solo 4 en tiempo 2, la especie dominante en todos los grupos fue S. oralis (Fig 11).

En el tiempo 2 del grupo probidtico, en el analisis de abundancia, no se detecto S.
lactarius, en cambio, si se detectdé S. gordoni y S. parasanguinis, S. cristatus
disminuy0 junto con S. oralis (de un 60% a un 47%), sin embargo, S. sanguinis y
S. mitis aumentaron. En este grupo aumentaron las especies alcalogénicas

aumentaron en un 10% (Fig 11).

En el grupo control en el tiempo 2, no se detectd S. pneumoniae, ni S. sanguinis
pero si se detectd S. parasanguinis, por otro lado, aumentd S. oralis en conjunto

con una disminucién de S. mitis (Fig 11).
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Fig 11: Abundancia de Streptococcus spp en probiético T1 (A) y T2 (B), control T1 (C) y T2 (D).

5.4.8. Fusobacterium

Especie de morfologia bacilar fusiforme, Gram negativo, anaerébica. El género
Fusobacterium en el grupo probidtico, se encontré dentro del 95% de los géneros
mas abundantes analizados, contrariamente, en el grupo control se encontré en el
5% menos abundante. Se observé que tanto en probidticos como en controles se
presentan multiples Fusobacterium spp. En el grupo probiético en el T1 se detecto
3 especies que se repiten en el tiempo 2, al contrario, en el grupo control se
observo 2 especies en el tiempo 1 y 3 especies en el tiempo 2, la especie
dominante varid por grupo y por tiempo, en probiotico T1 y control T1 se detectd
como dominante a F. periodonticum, en probidtico T2 fue F. nucleatum vy

finalmente en control T2 se observé F. masiliense (Fig 12).
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La abundancia del grupo probiético presenté variaciones, al tiempo 2, disminuye F.

periodonticum de un 61% a un 5% de deteccién, sin embargo, aumento tanto F.

nucleatum (de un 24% a un 65%) como F. hwasookii (Fig 12).

En el grupo control luego de la exposicibn a sacarosa, no se observo F.

periodonticum, pero si se detectaron Fusobacterium NA y F. masiliense, ademas

se observo disminucién de F. nucleatum (Fig 12).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

6%

14%

Probiotico T1

Control T1

Fusobacterium
nucleatum

W Fusobacterium;s
periodonticum 2

Fusobacterium;s
hwasookii ChDC
F128]

M Fusobacterium;s
nucleatum 13

B Fusobacterium
periodonticum

M Fusobacterium;s
nucleatum 13

Fusobacterium
nucleatum

M Fusobacterium;s
periodonticum 2

B Fusobacterium
periodonticum

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
B

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

D

W Fusobacterium

periodonticum
23%

Fusobacterium
25% nucleatum

Fusobacterium;
s hwasookii
ChDC F128]

W Fusobacterium;
s nucleatum 13

Probiotico T2

6%
8%

Fusobacterium

nucleatum

Fusobacterium
82% NA

Fusobacterium
massiliense

Control T2

Fig 12: Abundancia de Fusobacterium spp en probiético T1 (A) y T2 (B), control T1 (C) y T2 (D).
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5.4.9. Haemophilus

Especie cocobacilar, Gram negativo, anaerébico. Tanto en grupo probidtico como

en control se detectd multiples Haemophilus spp. En el grupo probio6tico 2

especies se mantienen tanto en T1 como en T2, similarmente, en el grupo control

se observd 3 especies en T1 que se conservan en T2, la especie dominante en

todos los casos fue H. influenzae (Fig 13).

En el grupo probidtico, en la diversidad, se observé un aumento de H. influenzae,

y una disminucién de H. parainfluenzae en el tiempo 2. Contrariamente, el grupo

control presentd una disminucion de H influenzae y un aumento de H.

parainfluenzae (Fig 13).
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Fig 13: Abundancia de Haemophilus spp en probiético T1 (A) y T2 (B), control T1 (C) y T2 (D).
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5.4.10. Capnocytophaga

Especie fusiforme, Gram negativo, anaerobia facultativa, capnofilica. En el grupo

probidtico el género Capnocytophaga se encontré dentro del 95% de los géneros

mas abundantes analizados, mientras que en el grupo control se encontré en el

5% menos abundante.
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Fig 14: Abundancia de Capnocytophaga spp en probiético T1 (A) y T2 (B), control T1 (C) y T2 (D).

Se observé que tanto en el grupo probidtico como en el grupo control se

presentaron multiples Capnocytophaga spp. En el grupo probioético se observaron

4 especies en el tiempo 1, sin embargo, se observé 5 especies en el tiempo 2, al

contrario, en el grupo control se detectd 5 especies en el tiempo 1 y solo 3

especies en el tiempo 2, la especie dominante varié por grupo y por tiempo, en

probidtico y control T1, se detecté como dominante a C. leadbetteri, en probiotico

T2 fue C. granulosa y finalmente en control T2 se observo. C. sputingea (Fig 14).

35



En el grupo probiotico, luego de finalizado el estudio, no se detectd C. NA, pero si
se detect6 C. granulosa. Ademas, disminuyeron 2 especies, C. leadbetteri de 55%
a 30% y C. gingivalis, sin embargo, aumentaron C. sputingea y C. ochracea (Fig
14). En el grupo control, posterior a la exposicion a sacarosa, no se detecto C.
granulosa ni C. ochracea, ademas, se aprecié una disminucion de C. leadbetteri
mientras que aumentd tanto C. sputingea como C. gingivalis (Fig 14).

5.4.11. Gemella

Especie cocacea Gram positivo, agrupada en pares, anaerdbica facultativa. Tanto
en el grupo probidtico como en el grupo control se presentan multiples especies
del género Gemella. En el grupo probiético se observé 3 especies tanto en T1
como T2, por otro lado, en el grupo control se observo 4 especies en T1 y solo 3
en T2, la especie dominante en el grupo probiético en T1 fue G. sanguinis,
mientras que en T2 fue G. morbillorum, en cambio en el grupo control se mantuvo
como dominante G. haemolysans (Fig 15).
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Fig 15: Abundancia de Gemella spp en probiético T1 (A) y T2 (B), control T1 (C) y T2 (D).
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En el grupo probidtico, en cuanto a la abundancia, en el tiempo 2 disminuye, G.
haemolysans y G. sanguinis de un 50% a un 15%, por otro lado, aumentan tanto

G. parahaemolysans como G. morbillorum de un 18% a un 56% (Fig 15).

En el grupo control, luego de la exposicion a sacarosa no se detecta G.
morbillorum. Adicionalmente, disminuye G. sanguinis pero aumenta G.

parahemolysans (Fig 15).

5.4.12. Granulicatella
Especie cocacea Gram negativo, agrupada en cadenas, anaerébica. En el grupo
probidtico y en el grupo control se presentan multiples Granulicatella spp. En
ambos grupos se observé 2 especies en T1 las cuales se mantienen para el T2.
La especie dominante en todos los grupos fue G. adiacens en el orden mayor del
90% (Fig 16).
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Fig 16: Abundancia de Granulicatella spp en probiético T1 (A) y T2 (B), control T1 (C) y T2 (D).
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Fig 17: indices de diversidad y N° de OTUS entre grupos probidtico
T1ly control T1.

5.5. Diversidad de género

Para el analisis de la diversidad
se utiliz6 tanto los indices de
Shannon y Simpson como el N°
de OTUS. En el tiempo 1 al
comparar los resultados del
grupo probidtico con control se
aprecia que tanto el indice de

Shannon como el de Simpson

son mayores en el grupo probiético (Fig 17), es decir, este grupo presenta mayor

diversidad, cabe destacar que esta diferencia fue estadisticamente significativa, al

observar el N° OTUS este también es mayor en el grupo probiotico sin embargo

diferencia

no presenta

significativa (Fig 17), estos datos Shannon
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Fig 18: indices de diversidad y N° de OTUS entre grupos probidtico

disminuyeron levemente sin ser esta diferencia significativa, por otro lado, el N° de

OTUS se duplicé, siendo este aumento estadisticamente significativo (Fig 18). Al

comparar los resultados del grupo control previo a la intervencién con los
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Fig 19: indices de diversidad y N° de OTUS entre grupos control T1y T2.

resultados posterior a la

exposicibn a sacarosa, Se
observd que el indice de
Shannon aumento levemente
y, por el contrario, el indice de
Simpson disminuyo levemente,

ambos casos sin arrojar una
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diferencia significativa (Fig 19), sin embargo, el N° de OTUS se triplico

presentando una diferencia significativa (Fig 19). Estos datos sugieren que no

hubo un cambio significativo en la diversidad, pero si en la cantidad.

Para analizar los grupos probiotico T2 y control T2 se comparé el delta (diferencia

Shannon Simpson
0.6 0.00- 150000
0.4 .05
0.2 100000
0.104
0.0
.15
0.2 50000
0.4 0,20
0.6 T T 0.25 T T 0-
A & 4
AR Q& R4
hY
& & & & &
o 60‘0 0 0.6\° I
Vg v > ?Q«

N° otus

de resultados entre T2y T1) de los
indices previamente mencionados
y del N° de OTUS (Fig 20), en los
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Fig 20: Diferencia (T2- T1) de indices de diversidad y N° de

OTUS entre grupos probiético y control.

el control (tendi6 a

grupo

disminuir) sin  embargo la

diferencia no fue estadisticamente

significativa, por otro lado el indice de Simpson se comporté igual en ambos

grupos (tendié a disminuir

levemente) nuevamente sin ser

la diferencia

significativa y finalmente el N° OTUS aument6 en ambos grupos de manera similar

sin que la diferencia en aumento fuese significativa (Fig 20), ambos grupos

crecieron la misma cantidad de OTUS, lo cual indica que un grupo duplico

mientras que otro triplicé su tamafio.

5.6. Diversidad de especie

El grupo probidtico T1 se compara
con el grupo control T1 (Fig 21), al
igual que en el caso de diversidad
de género, se observé que tanto los
indices de Shannon y Simpson son
mayores en el grupo probidtico
siendo esta diferencia significativa,

el N° de OTUS también es mayor,
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Fig 21: indices de diversidad y N° de OTUS de especies entre

grupos probidtico T1y control T1.

sin embargo, no marca diferencia estadistica (Fig 21). Estos datos demuestran

gue a nivel de especie los grupos también son diferentes en un inicio.
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Fig 22: indices de diversidad y N° de OTUS de

especies entre grupos probiético T1y T2.

Luego, al comparar el grupo control en T1y
T2, se observé que tanto los indices de
Shannon como el de Simpson aumentaron
levemente, sin marcar nuevamente una
diferencia estadistica, mientas que el N° de
OTUS

estadisticamente significativo (Fig 23).
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Fig 23: indices de diversidad y N° de OTUS de

especies entre grupos probidtico T1y T2.

entre T2 y T1) de los indices y del N° de OTUS (Fig 24), en los resultados se

evidencia que el indice de Shannon se comport6 igual en ambos grupos (tendio a

aumentar) sin ser la diferencia significativa, sin embargo, el indice de Simpson

presento tendencias contrarias en el grupo probiético (tendié a disminuir) y en el

grupo control (tendi6 a aumentar)

aunque la diferencia no fue

estadisticamente
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entre grupos probidtico y control.

& (Fig 24), indicando que ambos
grupos crecieron de manera
similar.
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5.6.1. Diversidad en especies especifica

Se analizaron los indices de diversidad de las especies previamente
seleccionadas en el punto 5.3, Los indices de Shannon y Simpson fueron
aplicados para analizar la diversidad entre T1 y T2 en el grupo probidtico y el

grupo control.

Probidticos

La diversidad para las especies estudiadas luego de la intervencién con la especie
probidtica en algunos casos aumentd (Leptotrichia y Streptococcus spp.) a
diferencia de otros, en los cuales disminuy6 (Veillonella y Fusobacterium spp) (Fig
25). Sin embargo, en ninguno de los casos las diferencias resultaron ser

estadisticamente significativas.
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Fig 25: Ejemplos de indices de diversidad de cada genero por separado en

grupo probidtico T1y T2.
Controles
Los indices de Shannon y Simpson para las especies de Veillonella,
Streptococcus, Rothia, Neisseria, Granulicatella, Haemophilus, Gemella y
Leptotrichia marcaron una tendencia a aumentar (Fig 26) sin presentar

modificaciones estadisticamente significativas.
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Fig 26: Ejemplos de indices de diversidad de cada genero por separado en grupo

control TLy T2.
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5.6.1.2 N° de OTUS de especies
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Fig 27: N° de OTUS Streptococcus

Spp en grupo probidtico.

Probiédticos

El andlisis del N° de OTUS se realiz6 bajo los mismos
criterios que los indices de Shannon y Simpson. En el
grupo probiético se observé que treptococcus presentd un
de OTUS (Fig 27),
estadisticamente significativo, por otro lado, Leptotrichia,
Rothia,

aumento de N° el cual fue

Fusobacterium, Capnocytophaga, Gemella y
Granulicatella mostraron tendencia a aumentar (Fig 28)

sin que estas diferencias sean estadisticamente

significativas, por el contrario, Veillonella, Porphyromonas,

Neisseria y Haemophilus marcaron una tendencia a disminuir su N° de OTUS (Fig

28) sin presentar diferencia estadistica.
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Fig 28: Ejemplos de N° de OTUS en grupo probidtico.
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Fig 29: N° de OTUS Streptococcus spp y Rothia spp en

grupo control.

Controles

En el grupo control, el N° de OTUS de
Streptococcus y Rothia presentaron un

aumento el cual fue estadisticamente

significativo (Fig 29). Mientras que

Veillonella, Neisseria, Granulicatella,

Haemophilus, Gemella y

Porphyromonas mostraron tendencia a

aumentar sin  generar  diferencia

estadistica (Fig 30), al contrario, Leptotrichia y Capnocytophaga presentaron una

leve disminucion sin ser estadisticamente significativa (Fig 30).
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Fig 30: Ejemplos de N° de OTUS en grupo control.
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6. Discusion

Los probidticos son microorganismos vivos considerados beneficiosos para el
hospedero y se han usado durante las Ultimas décadas para tratar enfermedades
gastrointestinales, asi mismo, en los ultimos afios se ha estudiado su potencial
para tratar la enfermedad de caries. Multiples estudios en personas han sugerido
gue los probidticos son un tratamiento legitimo para la enfermedad de caries
(Cagetti et al., 2013, Teughels et al., 2008, Rodriguez et al., 2016, Seminario-
Amez et al., 2017, Pahumunto et al., 2018). La mayoria de los estudios sobre el
efecto de los probi6ticos en la enfermedad de caries evalian marcadores
subrogantes para caries y son pocos estudios que han usado como marcador la
progresion o aparicion de nuevas lesiones (Gruner y Paris, 2016), por otro lado,
ninguno de los estudios antes mencionados ha logrado explicar el mecanismo de
accion de los probidticos, lo cual nos deja una interrogante que hasta el momento
no ha podido ser respondida. Este estudio se centra en el analisis del microbioma
de un modelo in situ de caries expuesto a probioticos a traves de un analisis “high-
throughput sequencing”, lo cual segun nuestro conocimiento seria el primer
proyecto de este tipo aplicado a probidticos, con este trabajo esperamos comenzar

a dilucidar el efecto topico del probidtico y su utilidad para tratar las caries.

Esta investigacion fue realizada en voluntarios que presentaron tanto edad (18 a
29 afos) como niveles de salud oral y actividad similares. Diversos estudios con
modelos in situ se han realizado en el area de odontologia y en la mayoria no se
explicita la ocupacion de los participantes, en los estudios que si se menciona la
ocupacion en casi todos los casos los voluntarios han sido estudiantes o docentes
de odontologia (Young-Hye Sung et al., 2014), la principal diferencia entre
nuestros grupos es que el grupo probidticos se encontraba en Santiago mientras
gue el grupo control se encontraba en la ciudad de Vifia del Mar. Si bien se ha
postulado en algunos trabajos que la composicién de la biopelicula de un sujeto
podria variar dependiendo de la geografia en que se sitla, estos trabajos
mencionan diferencias entre paises y continentes (Lloyd-Price et al., 2016). Este
es un factor a tener en cuenta a la hora de hacer comparaciones y para
investigaciones futuras.
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Al comparar los géneros bacterianos presentes en este estudio encontramos que
son similares a los detectados por otros investigadores, los cuales no solo
detectaron los mismos géneros descritos por nosotros, ademas se realiza una
asociacion tanto a biopelicula dental como a lesiones de caries (Soro et al., 2013,
Soro y Mira, 2015). En estos mismos trabajos se evidencia que la diferencia
principal entre los géneros bacterianos de diente y de caries no se relaciona con la
cantidad de bacterias encontradas si no que con su actividad metabdlica,
asimismo que los géneros sean mas representados no implica que sean los
metabdlicamente mas activos. La actividad metabdlica bacteriana no fue
examinada en este estudio, sin embargo, es un punto importante a tener en
cuenta y se necesitan mas estudios en este ambito para poder contrastar de

manera integra los resultados obtenidos.

En el caso del grupo probiotico encontramos que predominan los mismos géneros
tanto en T1 como en T2, sin embargo, a estos géneros se les suman Actinomyces
y Campylobacter en T2, pese a la deteccidén de estos nuevos géneros, los indices
de diversidad tendieron a disminuir en el grupo probiotico luego de terminada la
intervencidon, esto se debe a que si bien encontramos mas géneros en T2
comparado con T1, los indices de diversidad toman en cuenta la distribucion de
dichos géneros (Moreno, 2001). Por lo cual, al aumentar en el grupo probiético la

predominancia del género Veillonella, disminuye la diversidad.

Por otro lado, en el grupo control se conservaron casi todos los géneros, siendo
solo un género no detectado y un nuevo género detectado en T2, pero
manteniendo los géneros mas abundantes relativamente constantes, esto se
puede deber a que si bien el modelo in situ ha demostrado generar caries en
esmalte superficial en un periodo de 14 dias (Mordn et al, 2012. Cury JA et
al.,1997), el protocolo de modelo in situ estd poco estudiado cuando se trata de
obtencién de biopelicula, pudiendo ser un periodo de tiempo discreto el de este
trabajo para que se logre detectar diferencias significativas en cuanto a la

distribucion bacteriana de la biopelicula.

Una observacién importante es que en ninguno de los grupos se detect6 el género
Lactobacillus como especie dominante, este hecho era de esperarse puesto que
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se ha reportado en multiples ocasiones que Lactobacillus spp. no se incorpora a la
biopelicula oral en intervenciones ni a corto ni a largo plazo (Rodriguez et al., 2016
Caglar et al., 2009). En un estudio se evidenci6 que no hay deteccion del
probidtico L rhamnosus después de un maximo de 7 dias posterior al término de la
administracion del probiotico por via oral (Yli-Knuuttila et al., 2006), lo cual se
condice con este estudio ya que L. ramnosus no se detectd dentro de los géneros

mas frecuentes, mas aun, no se detect6 en ningun sujeto.

En un estudio del microbioma de la saliva mediante pirosecuenciacion del ADNr
16S, luego de que los sujetos fueron expuestos a un probiético, los phyla méas
abundantes detectados fueron: Proteobacteria, Firmicutes y Bacterioidetes, y a
nivel de género Prevotella, Neisseria, Haemophilus y Streptococcus (Dassi et al.,
2018). En comparacion con este estudio en el grupo probidtico en T2 encontramos
gue Firmicutes fue el phylum méas abundante seguido por Proteobacteria y en
tercer lugar Bacteroidetes, en cuanto al género todos los mencionados excepto
Prevotella fueron detectados dentro de los mas abundantes, pese a que el estudio
de Dassi fue en saliva podemos evidenciar similitudes entre sus resultados y los
descritos en este estudio, sin embargo, hay que tener en cuenta que solo se
limitaron a mostrar los 3 géneros y phyla mas abundantes mientras que en este
estudio la descripcién es mas amplia en cuanto a géneros y phyla, por lo cual,

podrian enmascararse diferencias en los datos no explicitados.

Por otro lado, en una investigacion que estudié el efecto del consumo de sacarosa
en la biopelicula dental utilizando un modelo in situ de caries, al analizar los phyla
mas abundante en orden descendente fueron los siguientes: Firmicutes,
Poteobacteria y Bacteroidetes, este orden se mantuvo tanto antes como después
de la intervencién con sacarosa. A nivel de género al igual que en el phylum el
orden de abundancia se mantuvo tanto antes como después de haber sido
expuestos a la sacarosa siendo este: Streptococcus, Neisseria, Granulicatella,
Veillonella, Gemella y Capnocytophaga (Anderson et al., 2018). Al comparar los
phyla del estudio de Anderson con el grupo control de nuestro trabajo vemos que
en este grupo también el orden de abundancia se mantuvo tanto en T1 como en

T2 siendo este: Firmicutes, Actinobacteria y Proteobacteria. A nivel de género
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todos los géneros detectados por la investigacion mencionada fueron detectados
en el grupo control, siendo la Unica excepcion Capnocytophaga, ademas al igual
gue en el estudio ya sefialado el orden de abundancia tendié a mantenerse de T1
a T2, demostrando un comportamiento similar al descrito por los investigadores.
Una diferencia importante en nuestro estudio fue que el género mas abundante
fue Veillonella, este se describe como un género que se encarga de regular el pH
mediante diversos mecanismos, (Marsh et al., 2017), ademas de estar asociada a
salud periodontal (Hojo et al.2009), lo cual podria explicar que esté presente en
gran cantidad en biopelicula sana.

Cuando se analizan las especies detectadas en este trabajo, hay que considerar
qgue el estudio del microbioma oral es relativamente reciente, inicialmente los
analisis se centraron en modelos de estudio descriptivos enfocados a géneros
bacterianos, la principal dificultad a la que se enfrenta un investigador al momento
de realizar una intervencion, es el riesgo de generar un dafio a los voluntarios y
transgredir asi los principios de la bioética, por lo cual, las investigaciones
posteriores se han centrado en modelos in situ y en intervenciones beneficiosas
gue no presenten riesgo para los sujetos tales como evaluar la ingesta de
probidticos, sin embargo, el principal enfoque de las investigaciones son los
géneros bacterianos, siendo las Unicas especies analizadas las del género
Streptococcus, por lo cual, no existe o hay escasa evidencia para comparar

nuestros resultados en relacion a las especies con las de otros autores.

En multiples estudios realizados por Simén Soro y Alex Mira, a nivel del género
Streptococcus, describe las especies mas representadas a S. cristatus, S.
sanguinis y S. mitis, tanto en biopelicula de diente sano como en la biopelicula de
caries de esmalte. Por otro lado, al comparar las biopeliculas de diente sano y de
caries de esmalte las especies que presentan un aumento considerable son S.
gordonii y S mutans. Por otro lado, Anderson y su equipo, en un estudio donde
pirosecuenciaron el ADNr 16S de un biofilm expuesto a sacarosa (modelo in situ),
detectaron a S. mitis y S. infantis como las especies mas abundantes tanto antes
como después de la introduccion de sacarosa al dispositivo. En nuestro estudio

encontramos S. oralis en primer lugar seguido por S. cristatus como los mas
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dominantes tanto en grupo control como probiético, este hallazgo es consecuente
con algunos estudios que sugieren que S. oralis es la especie mas representada
en la cavidad oral (Diaz et al., 2012). Sumado a lo anterior, se sigue encontrando
S. sanguinis en ambos grupos, pero en baja cantidad. En el grupo probidtico T2 se
detect6 S. gordonii, acompafiado de un aumento de S. sanguinis y S. mitis un
comportamiento similar a lo descrito por Soro. Por otro lado S. mitis disminuy6 en
el grupo control contrario a lo observado por los investigadores. Diversos estudios
demuestran que S. oralis, S. gordoni, S.mitis, S. sanguinis, son un grupo
heterogéneo capaz de adaptarse y volverse mas acidogenicos o aciduricos
dependiendo del ambiente en que se encuentren (Takahashi y Nyvad, 2008) esto
nos orienta a pensar que al ser S. oralis la especie mas abundante en todos los
grupos puede ser la que toma un rol cariogénico cuando se produce un cambio

ecologico negativo en el ambiente.

S. mutans no fue detectado en ningln grupo ni antes ni después de la
intervencion, esto no es de extrafarse ya que la poblacién de este estudio fueron
personas con COPD= 0 los cuales tienden a reportar una baja o nula presencia de

dicha especie (Gamboa et al. 2016).

Los resultados de los indices de diversidad de la totalidad de géneros y especies
variaron de manera similar. En cuanto a la diferencia entre grupos en T1, se
observo diferencia significativa para los indices de Shannon y Simpson, no asi en
el N° de OTUS, segun ello la diversidad de los grupos era distinta al inicio pese a
gue su carga bacteriana era similar, se ha reportado en multiples ocasiones que la
biopelicula tiene un gran indice de variacion tanto a nivel de individuo como a nivel
de sitio dentro del mismo individuo (Diaz et al., 2012), por lo cual, no es extrafio
encontrar que entre grupo probidtico y control se presenten estas diferencias
iniciales. Un factor para considerar es la diferencia geografica entre los grupos
probidtico y control, la cual podria explicar el por qué ambos grupos inicialmente
presentan diferencias en composicion y en indices de diversidad (Shannon y
Simpson). Otra posible explicacién puede ser que al ser una muestra pequefia de
solo 10 sujetos por distribucién aleatoria se hayan detectado diferencias que

podrian desaparecer al aumentar la muestra.

48



Luego al comparar el grupo probidtico en T1 con T2 no se aprecian diferencias
significativas, lo mismo ocurre con el grupo control. Lo que si se observo fue una
tendencia a una disminucion de la diversidad en probidtico y una tendencia a
aumentar la diversidad en controles. Segun Dassi et al., al introducir un probidtico
en el medio oral, la diversidad presenta una tendencia a aumentar sin ser
estadisticamente significativa, lo cual es contrario a nuestro grupo caso, esto se
puede deber a que su estudio se realizé en saliva y no en un modelo in situ. Por
otro lado Anderson, en sus estudios, indica que en un modelo in situ de caries sin
probidticos la diversidad disminuye de manera significativa lo cual es contradictorio
con nuestros resultados pues la diversidad del grupo control en T2 presenté un
leve aumento, esto se puede explicar mediante investigaciones mas recientes que
parecen sugerir que los probiéticos no modifican la composicion de la biopelicula,
sino que modulan sus interacciones (Mcnulty et al., 2011) otro hallazgo que da
validez a esta hipotesis es que, en un estudio en saliva, posterior a la introduccion
de probidtico al realizar un “ordination analysis” se evidencio que no se formaron
clusters por grupo, sugiriendo nuevamente que la estructura general del
microbioma salival no es afectada por el consumo de corto plazo de probidticos
(Dassi et al., 2018).

Al contrastar los deltas de los grupos al final del estudio se evidenciéo que el
comportamiento de crecimientos y de variaciones de diversidad en ambos grupos
no presentd diferencias significativas apoyando una vez mas la hipétesis de los
probidticos como agentes reguladores de interacciones microbiologicas y no de

composicion (Mcnulty et al., 2011).

Por otro lado, el aumento del N° de OTUS se produjo a un ritmo similar entre el
grupo probiotico y el control, sugiriendo que el probidtico no presenta un efecto
general sobre el crecimiento ni de los géneros ni de las especies cuando se

analizan de manera general.

Ahora al analizar los indices de Shannon y Simpson en cada género por separado
nos encontramos con que no es posible determinar una tendencia significativa en
ningln grupo, si bien la diversidad deberia aumentar, sin ser este aumento
significativo, luego de exponer a la biopelicula a un probi6tico segun algunos
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estudios (Dassi et al., 2018), fue el grupo control el que presentd una tendencia a
aumentar mientras que el grupo probi6tico present6 comportamiento variado, esto
podria explicarse si tomamos en cuenta los estudios en los que se postula que el
probidtico no produce cambios en la abundancia ni diversidad de la biopelicula
pero si regula sus interacciones (Mcnulty et al., 2011).

Para una mejor comprension, el microbioma oral en salud y enfermedad debiera
ser descrito por una serie de funciones e interacciones y no por una lista de
organismos presentes, pues estas funciones pueden ser cumplidas por diferentes
microbios en diferentes personas (Lloyd-Price et al., 2016) y un mismo
microorganismo puede expresar diferentes funciones dependiendo de los
estimulos ambientales a los que esta expuesto (Takahashi y Nyvad, 2008).

Los resultados mas significativos los encontramos al analizar el N° de OTUS de
cada género por separado, es aqui en donde podemos apreciar si el género
aumento o disminuyo una vez terminada la intervencion, es en este analisis en el
gue podemos observar comportamientos contrarios al comparar el grupo
probidtico con el grupo control. En el grupo control la mayoria de los géneros
aumento su cantidad excepto Leptotrichia spp y Capnocytophaga spp en cambio
el grupo probidtico se comportdé de manera variada y en muchos casos opuesta al

grupo control como se expone a continuacion:

En el caso de Streptococcus spp en ambos grupos aumento su numero de OTUS
de manera significativa, pero estadisticamente, este aumento presenté una mayor
significancia en el grupo control, esto tiene sentido puesto que se ha asociado a
las bacteriocinas de Lactobacillus spp como inhibidoras de otras especies
cariogénicas entre ellas: S. mutans, S salivari, S, anginosus, y S. sanguinis
(Ahumada et al., 2001). Ademas, se ha visto que en cultivos de Lactobacillus spp
con Streptococcus spp, este dltimo disminuye su capacidad de adhesiéon

(Tahmourespour et al., 2011).

Leptotrichia spp aumenté su numero de OTUS en T2, el género Leptotrichia y los
miembros de su especie fueron caracterizados recientemente (Eribe et al., 2017) y

en esta caracterizacién se ha encontrado evidencia de ser una especie altamente

50



sacarolitica al igual que S. mutans, incluso se ha propuesto como un posible
biomarcador para caries, en este contexto es posible pensar que su aumento
replica en menor medida el caso del género Streptococcus. Por otro lado, las
interacciones entre este género y Lactobacillus spp no han sido tipificadas, por lo
cual, son necesarios mas estudios para llegar a entender realmente lo que ocurre

a nivel microbiologico.

Capnocytophaga spp aumentd su numero de OTUS, este género es dependiente
de los niveles de CO; de la biopelicula, se ha descrito que mediante las redes
metabdlicas orales, Lactobacillus spp aumenta los niveles de CO, de la biopelicula
favoreciendo de esta forma el crecimiento de Capnocytophaga spp (Hojo et al.,
2009).

Veillonella spp disminuyé su numero de OTUS en el T2, se ha descrito una
sinergia metabdlica entre el género Streptococcus y el género Veillonella puesto
gue esta ultima se alimenta del acido lactico producido por el primero (Hojo et al.,
2009). Teniendo en cuenta que se presentd un aumento del género Streptococcus
y una disminucion del género Veillonella se puede sugerir que el probiotico
presentd un efecto inhibitorio. Las interacciones entre el género Lactobacillus y
Veillonella no estan bien estudiadas, por lo cual, no se puede establecer un
vinculo directo entre la introduccion del probidtico y la disminucion de Veillonella
spp pero si se puede considerar que generalmente las bacteriocinas de
Lactobacillus spp afectan a las bacterias Gram positivo, sin embargo, se ha
descrito que las bacteriocinas de L. rhamnosus son capaces de afectar a bacterias

Gram negativo como Veillonella spp (Sarika et al., 2010).

Porphyromonas spp disminuy6 su nimero de OTUS, por un lado, este resultado
es inesperado ya que al igual que con el caso de Veillonella spp, el lactato
producido por el género Streptococcus favorece el crecimiento de Porphyromonas
spp (Marsh et al., 2017), por lo cual, resulta paradojico encontrar un aumento del
primero acompafiado de una disminucién del segundo. Una posible explicaciéon a
lo anterior es que Lactobacillus spp presenta actividad antimicrobiana contra
Porphyromonas gingivalis, sobre todo la especie L. rhamnosus utilizada en este
trabajo (Sookhee et al., 2001 y Koll-klais et al., 2005). Por otro lado, se ha visto
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que la vitamina K sintetizada por Veillonella spp estimula el crecimiento de
Porphyromonas (Hojo et al., 2009), por lo cual su disminucién afecta directamente
a este género.

Haemophilus spp también disminuy6 su nimero de OTUS, se ha reportado, en un
estudio in vitro, que la especie L. crispatus posee una capacidad inhibitoria sobre
el crecimiento de H. influenzae (Sogabe-Ashigaki et al., 2015), no es extrafo
pensar que L. rhamnosus comparta el efecto inhibitorio sobre H. influenzae,
tomando en cuenta que en este estudio dicha especie comprendié 65% del género
en el grupo probidtico T1, esta interaccion podria explicar la disminucién de este

género.

Neisseria spp disminuyo su numero de OTUS, en el caso de este género no hay
muchos estudios que describan sus interacciones con otras bacterias, por lo cual,
no hay mucha informacion para comparar estos resultados. Lo que si se puede
considerar como una posible explicacion son las bacteriocinas de L. rhamnosus,
las cuales como se ha mencionado anteriormente son capaces de afectar

bacterias Gram negativo como las del género Neisseria.

Si bien se han presentado posibles interacciones especificas de cada género para
explicar su comportamiento, no hay que olvidar que las interacciones de la
biopelicula oral son sumamente complejas, se ha mencionado en mdltiples
ocasiones que las bacteriocinas de L. rhamnosus son de amplio espectro y si bien,
la mayoria de las bacterias Gram negativo seleccionadas para este analisis
disminuyeron su numero de OTUS (Veillonella, Neisseria, Porphyromonas y
Haemophilus), encontramos los casos de los géneros Leptotrichia vy
Capnocytophaga que pese a ser Gram negativo incrementaron su namero de
OTUS. Por otro lado, L. rhamnosus presenta multiples mecanismos antagonistas
para Streptococcus spp y aun asi este género prosperd. Es por estas razones que
las interacciones a nivel de género y de especie deben ser mas estudiadas de
aqui en adelante para poder entender de una mejor manera las interacciones que

hasta el momento no se han estudiado.

52



Finalmente, es necesario considerar las debilidades que presenta este estudio: la
muestra es de tan solo 5 sujetos por grupo y no en todos los andlisis se pudo usar
pruebas estadisticas paramétricas, por lo cual la estadistica del estudio no
presenta el mismo nivel de significancia que tendria con una muestra mas amplia,
ademas los grupos se encontraban en ciudades distintas, lo cual puede ser un
factor confundente al momento de comparar grupos. Por otro lado, seria relevante
estudiar la actividad metabdlica de las bacterias, lo cual segun los estudios de
Soro y Mira ha demostrado ser mas importante que la cantidad de bacterias
presentes en la biopelicula. Esperamos que pese a estas falencias, este trabajo
pueda esclarecer, como un primer acercamiento, algunos de los efectos de los
probidticos en la biopelicula y que pueda ser un punto de comparacion una vez

gue se realicen mas estudios en esta area.
7. Conclusiones

En conclusion, la diversidad y abundancia de la biopelicula en un modelo in situ
intervenido con probidtico L. rhamnosus no se ve significativamente afectada
luego de 14 dias de tratamiento. De la misma manera, la diversidad y abundancia
de la biopelicula de un modelo in situ tampoco presenta variaciones
estadisticamente significativas al cabo de 14 dias de tratamiento. Sin embargo, al
comparar la biopelicula de un modelo in situ, con la biopelicula de un modelo in
situ intervenido con el probidtico L. rhamnosus, se pueden apreciar diferencias en
el desarrollo de algunos géneros especificos y estas diferencias podrian ser
atribuidas a L. rhamnosus. Finalmente, son necesarios mas estudios que
complementen nuestros resultados para comprender de mejor manera la utilidad
del empleo de probidticos para la prevencion y el tratamiento de las enfermedades

dishi6ticas orales como la caries dental.
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9. Anexos

Anexo 1: Consentimientos informados

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE DIENTES PARA EL ESTUDIO DE
MECANISMO DE ACCION DE PROBIOTICOS

Titulo del Protocolo: “Efecto del consumo de probidtico Lactobacillus rhamnosus en formatos
sistémico y topico en la morfologia, diversidad y composicién del biofilm
bucal. Modelo in situ de caries”

Investigador Principal: Dr. Gonzalo Rodriguez Martinez

Sede de Estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile — Sergio Livingstone 943 —
Independencia, Santiago.

NOMBIE eI DONANTE ..ouitiiiiiie e e e e e e e e e e aeeasaeeesnaeeeannnen

Este documento de Consentimiento Informado se aplicara a pacientes con indicacion de extracciéon de
terceros molares, y consta de dos partes:

« Informacion (proporciona informacién sobre el estudio para usted).

* Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar).

Ud. recibira una copia completa del Documento de Consentimiento Informado.

Mi nombre es Gonzalo Rodriguez Martinez y soy académico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. Estoy realizando una investigacion de la cual le proporcionaré informacion y a la que
lo invitaré a participar. No tiene que decidir hoy si lo har4 o no. Antes de tomar su decision puede hablar
acerca de la investigacién con cualquier persona de su confianza. Este proceso se conoce como
Consentimiento Informado y puede que contenga términos que usted no comprenda, por lo que siéntase
con la absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude aclarar sus dudas al respecto.
Una vez aclarada todas sus consultas y después que haya comprendido los objetivos de la Investigacion y
si desea participar, se le solicitara que firme este formulario.

Justificacion de la Investigacién
Existe evidencia que el consumo de probidticos es Util en la prevencién de caries dental, pero se desconoce
su mecanismo de accion.

Objetivo

El objetivo del estudio es determinar el efecto que el consumo de probidticos en la composicion de la placa
dental dependiendo si se toman o se aplican directamente en los dientes. Para ello se montaran en un
dispositivo acrilico trozos de dientes humanos estériles.

Beneficios

No existe ningun tipo beneficio inmediato por la participacion en el estudio ya que los dientes a utilizar son
normalmente desechados. Sin embargo, como consecuencia de esta donacion y de la investigacion a
realizar se espera contribuir a aplicaciones futuras en el &mbito de la odontologia.

Tipo de Intervencion y Procedimiento
Si usted decide participar los dientes que le seran extraidos seran almacenados para ser posteriormente
utilizados en el presente estudio.

Riesgos

Los dientes donados se utilizaran sélo con el fin expuesto y no se guardara ningln registro de su relaciéon
con usted como donante. Ningun otro tipo de estudio se realizara con los dientes Una vez observados y
descritos, los dientes seran destruidos y eliminados siguiendo los protocolos de bioseguridad.

La donacion en si no presenta riesgos, ni costos adicionales para usted, y el financiamiento del proceso
quirargico de extraccion sera su responsabilidad.

Criterios para seleccidn de los participantes en el estudio
Los criterios de inclusion seran: pacientes con indicacién de extraccion de terceros molares, cuyos terceros
molares estén incluidos.
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Confidencialidad y difusion de datos.

La informacion obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacion de participantes, sera mantenida
con estricta confidencialidad por el investigador. EI nombre y datos personales de ustedseran codificados
para el uso en este estudio y no seran identificados publicamente. Los resultados emanados de este estudio
podréan ser publicados en revistas cientificas.

Aclaraciones

e Ladonacion del o los dientes es completamente voluntaria

¢ No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted en caso de no aceptar lainvitacion.

¢ No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

¢ No recibira pago por su donacion.

e Usted podré solicitar informacion actualizada sobre el estudio, al investigador responsable.

e Lainformacién obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacion de pacientes, sera
mantenida con estricta confidencialidad por los investigadores.

e Siconsidera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si lo desea,
firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa al documento.

Carta de Consentimiento Informado

A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontaneamente y en consecuencia acepto que:

1. He leido y comprendido la informacion anteriormente entregada y mis preguntas han sido
respondidas de manera satisfactoria.

Tengo conocimiento del procedimiento a realizar.
Conozco los beneficios de participar en la Investigacion.

El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud.

o > w D

Ademés de esta informacion que he recibido, seré informado(a) en cada momento y al
requerimiento de la evolucidon de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesaria y al
criterio del investigador.

6. En caso de cualquier duda puede acudir a Dr. Gonzalo Rodriguez Martinez, Sergio Livingstone
943 los dias lunes y miércoles de 8:00 — 17:00 o via telefénica al 29781742 o también se puede
dirigir al representante del Comité Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile:
Prof. Dr. Eduardo Fernandez, al teléfono 229781742, en horario de oficina o al mail
cec.fouch@odontologia.uchile.cl

Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento pertinente,
PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIO INTERES.

Nombre del participante Firma Fecha

Seccién allenar por el Investigador Principal

He explicado al Sr(a) la naturaleza de la investigacion, le
he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas
y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la normativa vigente para la realizar la
investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Dr. Gonzalo Rodriguez Martinez (Investigador Principal)

Nombre del Director del establecimiento donde realiza la investigacion o de su representante: Firma Fecha

59



FACULTAD

ODONTOLOGIA

i@l UNIVERSIDAD DE CHILE

Consentimiento InformadoPara Participacion en Proyecto de
Investigacion Dirigido a Adultos

Titulodel Protocolo: Efecto del consumo de probidtico Lactobacillus rhamnosus en
formatos sistémico y tépico en la morfologia,
diversidad y composicion del biofilm bucal. Modelo in
situ de caries

Investigador Principal: Dr. Gonzalo Rodriguez Martinez

Sede de Estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile - Sergio
Livingstone 943 — Independencia, Santiago.

Nombre del Participante:

* Informacién (proporciona informacion sobre el estudio para usted).
» Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en
participar). Ud. recibird una copia completa del Documento de
Consentimiento Informado.

Este Proyecto esta conformado por un equipo investigador y académico de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. Como Investigador Principal esta Gonzalo Rodriguez
Martinez y como Co investigadores, Patricia Palma y Begofia Moreno. Estamos realizando
una investigacién cuyo objetivo es determinar el efecto que el consumo de probidticos en la
composicién de la placa dental dependiendo si se toman o se aplican directamente en los
dientes. Para ello, se invitaran a participar voluntarios de entre 18 y 30 afios de edad.

Le proporcionaremos informacién y lo invitamos a ser parte de este proyecto. No tiene que decidir
hoy si lo hard o no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de la investigacion con
cualquier persona de su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado y
puede que contenga términos que usted no comprenda, por lo que siéntase con la absoluta
libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude aclarar sus dudas al respecto.
Una vez aclarada todas sus consultas y después que haya comprendido los objetivos de la
investigacion y si usted desea participar,se le solicitara que firme este formulario.
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Justificacion de la Investigacion

La caries dental es una enfermedad crénica, multifactorial y de alta prevalencia a nivel mundial.
El tratamiento convencional de la caries dental ha sido histéricamente la remocién quirdrgica del
tejido afectado por caries, sin embargo se ha demostrado que el enfoque restaurador basado en
la operatoria clasica por si solo, no logra controlar la enfermedad. Existen diversas estrategias
preventivas para el manejo de la caries dental, entre las que se describen algunos mecanismos
para modificar la biopelicula o placa dental. Dentro de este Ultimo grupo se encuentran los
probiodticos, que han sido histéricamente utilizados en el tratamiento y prevencion de una amplia
gama de condiciones y patologias del ser humano. Estudios clinicos avalan el uso de probidticos
como agentes beneficiosos sobre la salud oral, y en particular un estudio clinico llevado a cabo
por nuestro grupo de investigacion, demuestra su efecto en la disminucion de la incidencia de
lesiones de caries en parvulos, sin tener claro cuél es el mecanismo de accién que tiene estas

bacterias probidticas. ;%2\2 AD g
N\Yg
. L (& ——
Objetivo de la Investigacion {3/ comiTeE

La presente investigacion tiene por objetivo determinar el efecto que el conéUmo detE
probidticos en la composicion de la placa dental dependiendo si se toman o s&&phé&d

/S
directamente en los dientes. Para ello, se invitaran a participar voluntarios de entre\ia\y /

0O )y

afios de edad.

Beneficio de lalnvestigacion.
Usted podra conocer su estado de salud oral y aportara con informacion relevante sobre el efecto
de los probidticos en salud oral.

Tipo de Intervencion y Procedimiento.

Si usted decide participar sera examinado para evaluar su situacion de salud oral y luego se
le invitara a utilizar una placa acrilica en el paladar. Las placas contendran bloques de dientes
humanos estériles. Se le solicitara aplicar azlcar en gotas con un gotario que se le entregara
sobre los blogues de diente 8 veces al diay en 2, 3 0 4 de ellas.

Dependiendo del grupo al que haya sido asignado, se le solicitara hacer 1 de las siguientes
acciones:

a) Ingerir 100 ml de agua en la que se ha suspendido una dosis liofilizada de probiético.
Esta accion se realiza con el aparato fuera de la boca

b) Aplicar 5 gotas de 100 ml de agua en la que se ha suspendido una dosis liofilizada de
probidtico. Esta accion se realiza sobre los bloques de esmalte en el aparato removible.

¢) Ingerir 100 ml de agua en la que se ha suspendido una dosis liofilizada de probidtico.
Esta accion se realiza con el aparato dentro de la boca

Aparte de cada vez que se aplique el probiético ya sea topico o sistémico, las placas sélo se
removeran para comer y para lavarse los dientes. Las placas seran utilizadas 14 dias cada
una. El probidtico utilizado es un lactobacilo con probadas propiedades benéficas para el
organismo humano.

Al cabo de cada fase experimental, las placas seran devueltas a los investigadores los que
analizaran las bacterias formadas y la desmineralizacion provocada.

Riesgo de la Investigacion.

Usted no correra ningun riesgo mediante y posterior al procedimiento de la investigacion debido
a que este protocolo es minimamente invasivo, la utilizacion del aparato es inocuo para su salud
y la toma de muestras no produce ningin dafio. Ademas, su participacion en este estudio no
tiene ningln costo econdémico para usted. En caso de presentar algun tipo de molestia o
incomodidad pongase en contacto con los investigadores de este proyecto.

Criterios para seleccion de los participantes en el estudio
Los criterios de inclusién seran: individuos de ambos sexos, de entre 18 y 30 afios de edad, sin
enfermedades sistémicas, no fumadores, libres de gingivitis y enfermedad periodontal, con al
menos 20 dientes naturales y sin lesiones de caries cavitadas.
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Los criterios de exclusion seran: individuos que estén o hayan estado con tratamiento antibiotico
0 antiséptico los ultimos 6 meses previos a participar del estudio e individuos que presenten
alteraciones del flujo salival.

Confidencialidad y difusion de datos.

La informacién obtenida de la investigacion, respecto de la identificacion de participantes, sera
mantenida con estricta confidencialidad por el investigador. El nombre y datos personales de
usted seran codificados para el uso en este estudio y no seran identificados publicamente. Los
resultados emanados de este estudio podran ser publicados en revistas cientificas.

Aclaraciones
e La participacion es completamente voluntaria.
e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
intervencion y/o participacion.

e\D
H . . S\
e Siusted decide puede retirarse cuando lo desee. &
e No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio. / -?,/“
¢ No recibira pago por su participacion. |

e Usted podra solicitar informacién actualizada sobre el estudio, al mvestlgg@br

e Lainformacion obtenida de la investigacion, respecto de la identificacion de-
sera mantenida con estricta confidencialidad por los investigadores.

e Siconsidera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede si lo
desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa al documento.
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Carta de Consentimiento Informado

A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontdneamente, y en consecuencia, acepto
que:

1. He leido y comprendido la informacion anteriormente entregada y que mis preguntas han
sido respondidas de manera satisfactoria.

Tengo conocimiento del procedimiento a realizar.
Conozco los beneficios de participar en la Investigacion

El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud.

o g M w DN

requerimiento de la evolucion de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesaria
y al criterio del investigador.

7. Autorizo a usar mi caso para investigacion y para ser usado como material audiovisual en
clases, protegiendo miidentidad

8. En caso de cualquier duda puede acudir a Sergio Livingstone Pohlhammer 943,
Independencia, de lunes a viernes en el horario comprendido entre las 8:00 y 17:00 hrs. En
el periodo comprendido en la investigacion y hasta 6 meses después de concluida esta.

9. SiUd. desea consultar sobre sus derechos como sujeto de investigacion o piensa que estos
han sido vulnerados se puede dirigir al representante del Comité Etica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile: Prof. Dr. Eduardo Fernandez, al teléfono (02)
29781742, en horario de oficina o al mail cec.fouch@odontologia.uchile.cl

Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento
diagnéstico pertinente, PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIO INTERES.

Nombre del Paciente:

Firma:

Fecha:

Seccion a llenar por el Investigador Principal
He explicado al Sr(a) la naturaleza de Ila

investigacion, le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la normativa
vigente pararealizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella.

~".’"Z
7 M)
S\
e
(S
D/ wt Vi
Nombre del Investigador Principal: [# ( K EHE
\m
Firma: v\ugl\ ETICA
NZAN
Fecha: o 7‘m/
Nombre del Director del establecimiento donde realiza la investigacion o de su representante
Firma:
Fecha:
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Anexo 2: Fotos de disolucién y siembra L. rhamnosus
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Anexo 3: Protocolo de manejo del dispositivo

de investigacion en
odontologia

Concurso de proyectos

Fondo para la
investigacionen
odontologia (fiouch)

Facultad de odontologia

Direccion de investigacion

Universidad de Chile

“La educacion cientifica de los
jovenes es al menos tan
importante, quiza incluso mds,
que la propia investigacion”. Glenn
Theodore Seaborg

Sergio Livingstone P # 943,
INDEPENDENCIA.
Teléfono:2978 1845 e-mail:
investigacion@odontologia.uchile.cl
SANTIAGO—CHILE

TACULTAD

ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD DI CHILE

Protocolo para
manipulacion de
dispositivosintraorales
durante la intervencion

Sergio Livingstone P # 943,
INDEPENDENCIA.
Teléfono:2978 1845 e-mail:
investigacion@odontologia.uchile.cl
SANTIAGO—CHILE

iy FACLLTAD ,
L ODONTOLOGIA
Bl U VIESIDAD DECHILE

FACULTAD

B UHIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAL

@ N IVERSI DAL DE CHILE

‘ Indicaciones generales

Sacar dispositivo al
cepillarse y alimentarse.
Higiene oral 2 wveces al
dia, dos minutos, 2
arvejas; pasta fluorada.
No fumar.

No utilizar colutorios.

No consumir bebidas
alcohalicas.

Sacar maximo 4 veces al

Aia 2N min

Manejo extraoral
dispositivo

+ Al remover el dispositivo

almacenarlo en jabonera

envuelto en 1 cuadrado

de toalla nova de 20x20

cm humedecida en 10
mL de agua.

Indicaciones L
farmacologicas —
* No utilizar ningtn tipo

de terapia antibiotica
en el transcurso de la
intervencion.

* En caso de consumir
algiin tipo de farmaco
(prohibido ATB)
durante la intervencion
ponerse en contacto
con algln encargado.
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Anexo 4: Pauta de aplicacion de sacarosa y probiotico

Gotas de Sacarosa (aplicar cada 2 horas)

Probiétic
o]
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Anexo 5: Auto evaluaciéon de cumplimiento

Estimado participante, Mediante el siguiente cuestionario evaluaremos el periodo
experimental al que fue sometido. Se solicita responder a conciencia y con la mayor
honestidad posible las siguientes preguntas. El cuestionario es anénimo.

1. Cumplié con todas las aplicaciones: Si No
2. Sisu respuesta es no ¢cuantas aplicaciones no realizé? :
3. Las aplicaciones de sacarosa fueron cada 2 horas: Si No

4. Evalle en la siguiente escala su cumplimiento, marque con una x el numero de la
escala que siente que mas lo representa.

Escala | Significado

1 No cumpli con ninguna de las aplicaciones ni horarios

2 Omiti mas de 5 aplicaciones durante el periodo
experimental

3 Omiti 2 a 5 aplicaciones durante el periodo experimental

4 Omiti 1 aplicacion durante todo el periodo experimental

5 Cumpli con todas las aplicaciones con diferencias en los
horarios de aplicacion de 30 min a 1 hora

6 Cumpli con todas las aplicaciones con diferencias en los
horarios de aplicacion de 15 a 20 min aproximadamente

~J

Cumpli con todas las aplicaciones en los horarios
| establecidos

5. Marque con una X las siguientes frases si representaron su experiencia

Si No

Retiré el dispositivo para alimentarme y lavarme los dientes
Dormi con el dispositivo

Omiti algun dia del pericdo experimental

Usé el dispositivo segun las instrucciones dia y noche

6. En el siguiente espacio anote, con letra clara, observaciones y/o dificultades que tuvo
durante el periodo experimental.
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10. Glosario

Abundancia: numero de individuos que presenta una comunidad por unidad de

superficie o de volumen (densidad de la poblacion).

Diversidad/ Biodiversidad: variabilidad entre los organismos vivientes de todas
las fuentes, asi como los complejos ecoldgicos de los que forman parte; esto
incluye diversidad dentro de las especies (a- diversidad), entre especies (B-
diversidad) y de ecosistemas (y- diversidad). El término comprende, por tanto,
diferentes escalas biolégicas: desde la variabilidad en el contenido genético de los
individuos y las poblaciones, el conjunto de especies que integran grupos
funcionales y comunidades completas, hasta el conjunto de comunidades de un

paisaje o region.

Diversidad-a: diversidad intrinseca de una comunidad particular a la que

consideramos homogénea

indice de Simpson: Manifiesta la probabilidad de que dos individuos tomados al
azar de una muestra sean de la misma especie. Esta fuertemente influido por la
importancia de las especies mas dominantes. Como su valor es inverso a la

equidad, la diversidad puede calcularse como 1 — A.

S
X=1—§pﬁ

Pi: nimero de individuos de la especie i respecto al total de individuos de las S especies de una comunidad.

indice de Shannon: Expresa la uniformidad de los valores de importancia a través
de todas las especies de la muestra. Mide el grado promedio de incertidumbre en
predecir a que especie pertenecerd un individuo escogido al azar de una
coleccion. Asume que los individuos son seleccionados al azar y que todas las
especies estan representadas en la muestra. Adquiere valores entre cero, cuando

hay una sola especie, y el logaritmo del nimero total de especies (S), cuando
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todas las especies estan representadas por el mismo namero de individuos. Se

calcula usando la siguiente formula:

— 5
H=-%2plnp
i=1 '
Pi: nimero de individuos de la especie i respecto al total de individuos de las S especies de una comunidad.

Modelo in situ: modelo de estudio que se realiza en el mismo lugar donde se

encuentra u ocurre el objeto de analisis

Unidad taxonomica operacional (OTU): es una unidad de clasificacion
seleccionada por el investigador que la utiliza para individualizar a objetos de su
estudio, ya sea una especie u otro taxon de cualquier categoria tales como: una
morfoespecie, una poblacion, y hasta un individuo. Esto permite ordenarlos en una
clasificacion y en la construccion de un arbol filogenético, sin juzgar si se
corresponden a una entidad biologica particular. Suele ser aplicado cuando estan

disponibles datos de secuencias de ADN.
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