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Resumen

El paladar hendido es una de las malformaciones craneofaciales
mds comunes del mundo. Los problemas que le provocan al
paciente no se solucionan solo con una cirugia para reconstruir el
paladar, ya que mds de un 80% de los pacientes sufren pérdida
auditiva debido a infecciones bacterianas generadas en el paladar.
Para disminuir este tipo de complicaciones, se propone el uso de un
emisor de ultrasonido (US) encapsulado en una placa obturadora
palatina. El principal objetivo del dispositivo es ser auxiliar para la
eliminacion de bacterias mediante el fenomeno de cavitacion en la
saliva del paciente que debilita la pared celular bacteriana. Este
documento presenta el disefio del dispositivo y la evaluacion de su
efectividad in vitro.
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Introduccion

El paladar hendido es una afeccion craneofacial en la cual el techo de
la boca (paladar) no se une correctamente durante la gestacion. Se
trata de una malformacion congénita muy comun. En 2003, se
reportaron 9.6 casos nuevos diariamente en todo el mundo, lo que
representd entre 0,8 y 1,6 nuevas incidencias por cada 1000
nacimientos [1]. En particular, es la anomalia craneofacial mas
comun en México, donde entre 2003 y 2009 se inform6 una media de
1,510 casos anuales [2], alrededor de 1:750 nacidos vivos por ailo.

Los pacientes con paladar hendido requieren tratamientos
reconstructivos funcionales y estéticos. Un tratamiento en neonatos
es el uso de un moldeador nasoalveolar prequirtrgico, o0 cominmente
llamada placa obturadora [3]. Sin embargo, antes y después de algiin
tratamiento quirargico, son frecuentes las infecciones orales, que
entre otras consecuencias, causan pérdida de audicion a largo plazo
[4] e implican complicaciones en el habla. Por lo tanto, existe la
necesidad de prevenir infecciones bacterianas, previniendo también
sus consecuencias directas.

Una solucion factible para matar bacterias es mediante
ultrasonido (US), que ya se usa en la industria como instrumento de
esterilizacion [5] y como auxiliar para la eliminacion de biopeliculas
[6], [7]. Es por ello que se examina el uso de un dispositivo emisor de
US encapsulado en una placa obturadora, con el objetivo de ya sea
debilitar la biopelicula o bien, lograr la eliminacion de las bacterias.

En este documento se presentan los resultados preliminares de
esta investigacion. Especificamente, en esta version se presenta el
disefio del experimento in vitro para valorar la resistencia de las
bacterias ante el dispositivo propuesto. Se prevé contar con los
cultivos bacterianos y los resultados del experimento en la primera
semana de mayo de 2018.

Objetivo general
Verificar el funcionamiento del prototipo para eliminar bacterias en
un experimento in vitro.

Objetivos especificos

Disefiar un experimento que permita medir la reducciéon de una
poblacion de bacterias usando el dispositivo emisor de ultrasonido.
Analizar los resultados del experimento para determinar la frecuencia
de aplicacion de US diaria que seria necesaria para prevenir
infecciones.

Justificacion

Los pacientes con paladar hendido tienen complicaciones fisicas y
funcionales que se agravan con infecciones bacterianas. Actualmente,
los pacientes neonatos son tratados con antibidticos y cuidados de
higiene basados en una limpieza local con gaza, siendo acciones
altamente intrusivas.

Por esta razén se propone el desarrollo de un dispositivo no
intrusivo ni quimico auxiliar en la eliminacion de bacterias en la boca
de los pacientes. Esto permitird ademas, prevenir el desarrollo de
infecciones en los pacientes que son riesgos previos a una cirugia
reconstructiva del paladar que provoquen la disminuciéon en la
audicion de los pacientes.

Este tipo de dispositivos no intrusivos tiene una alta demanda que
no ha sido adecuadamente satisfecha, ademds que tiene un alto
potencial para ser utilizado en otro tipo de aplicaciones, por ejemplo,
en higiene bucal cotidiana.

Alcances

El presente trabajo abordard un experimento con el prototipo, un
piezoeléctrico encapsulado en resina y poliuretano de baja densidad,
sobre varios cultivos de bacterias orales. En el estudio se usard un
prototipo estéril y otro no estéril, encendido y apagado, para verificar
que los cambios en la poblacion de bacterias sean causado por el
ultrasonido y nada mas.

Los resultados experimentales presentados en este documento
forman parte del proyecto que abarca el disefio (caracterizacion de
US y el prototipos) y construcciéon de un dispositivo adecuado que
cumpla las normas requeridas por las aplicaciones médicas.

Limitaciones
Este documento evalta la efectividad del prototipo en una fase
experimental in vitro. Por lo que los resultados del control in vivo se
presentaran en un trabajo futuro.

Los resultados de las fases experimentales ayudaran a caracterizar
adecuadamente el dispositivo US por lo que el disefio del mismo atn
no se considera finalizado.



Asi mismo hemos limitado la presentacion de resultados en este
documento a la evaluacion de la efectividad del dispositivo ante
bacterias orales comunes.

Mareco teérico

El fenomeno fisico que se aprovecha en este proyecto es la
propagacion de ondas sonoras en un medio acuoso a 40 kHz de
frecuencia. A estas ondas se les denomina ultrasonido [8].

En ocasiones, cuando las ondas mecénicas portan la energia
suficiente, pueden lograr expandir y contraer el medio (normalmente
agua) con tanta fuerza que se crean burbujas microscopicas de vapor.
Estas burbujas estallan inmediatamente liberando energia y radicales
libres. A esta accion se le llama cavitacion [9]. Asi, cuando las
bacterias se encuentran en un medio en cavitacion, éstas seran
sometidas a esfuerzos cortantes que las llegara a destruir.

Este fenomeno se ha investigado desde el siglo pasado y ha sido
utilizado como un método de limpieza de superficies [5], para
limpiar material quirargico y alimentos como mariscos [10] y frutas
[5]. Otros estudios recientes han estudiado la eficiencia y viabilidad
de usar US para eliminar bacterias en humanos, desde distintos
acercamientos [6]. Uno de los mas populares es el uso de US de baja
intensidad y alta frecuencia para modificar el comportamiento de las
bacterias y facilitar la funcion de antibidticos [7]. Ademas se ha
demostrado la eficacia del uso del ultrasonido en la limpieza de
biopeliculas bacterianas [6].

En este estudio se busca obtener un resultado antibidtico por
medio de la cavitacion inducida por ultrasonido. La aplicacion
principal del aparato propuesto es matar las bacterias presentes en la
boca de pacientes con paladar hendido. En este tipo de pacientes, la
fisura del paladar es altamente propensa a almacenar una gran
cantidad de bacterias que comunmente ocasionan infecciones [11].
Una complicacion de este problema es que, a través de la Trompa de
Eustaquio, las infecciones viajan al oido causando otitis y pérdida
auditiva [3]. Por ejemplo, en [12] se mostrd que alrededor del 80% de
los pacientes con paladar hendido presentan algun grado de pérdida
auditiva. Al no escuchar, los pacientes tienen problemas del habla,
que pueden derivarse en otros problemas psicologicos que
acompafian al paciente en su crecimiento [13].

El US es el fendmeno fisico propuesto para eliminar las
bacterias en la boca de pacientes con paladar hendido ya que se ha
demostrado que bajo un ambiente controlado no dafia el tejido celular
[14], pero si las bacterias de menores dimensiones [9].

Debido a que el problema es reducir el riesgo de infecciones que
conducen a la pérdida de la audicion, que es causada por la otitis, las
bacterias que se estudian son las relacionadas con la otitis que
presentan los pacientes con paladar hendido. La bacteria que se
estudiard estd determinada por los trabajos de [13], [15] y [16], que
mencionan a Streptococcus pneumoniae 'y Haemophilus influenzae
como la principal bacteria involucrada en la otitis. Streptococcus
pneumonae tiene un didmetro entre 0.5 y 1.25 micrometros [17]. Los
globulos rojos de la sangre son las células humanas mas pequenas en
volumen, y pueden ser seis veces mas grandes que estas bacterias
[18]. Sin embargo, también serd importante observar otras bacterias
que comunmente causan otras infecciones en pacientes con paladar
hendido como Staphylococcus aureus [19].

Un paciente con infecciones orales no es adecuado para la cirugia
reconstructiva, por lo que otras bacterias como Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguinis 'y Streptococcus salivarius [20] también son
interesantes de incluir en el estudio.

Metodologia

Para la elaboracion de éste proyecto se sigue la metodologia Stage-
Gate denominada Procesos para el Desarrollo de Dispositivos
Médicos [21]. Dicha metodologia consta de 5 etapas y 4 compuertas.

En este documento presentamos la etapa de andlisis del prototipo, con
un experimento in vitro realizado de la siguiente manera.

Diserio experimental:

El objetivo del experimento es medir la efectividad del
piezoeléctrico encapsulado para eliminar bacterias. Dividimos el
experimento en dos fases: A) eliminacion de bacterias con muestras
salivales de personas sin infeccion visible, B) eliminacion de
bacterias con muestras tomadas de pacientes que presentan infeccion.
En este documento se presentan las pruebas de la fase A.

Para tal efecto, se requieren 10 cultivos bacterianos (en cajas
petri), donde uno ellos es de control o blanco, tres cultivos se
reservan para las pruebas con la capsula esterilizada emitiendo
ultrasonido, otros tres con la capsula sin esterilizar emitiendo
ultrasonido y los tres restantes con la capsula apagada (véase la Fig.

).

Capsula
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Capsula

Blanco no esteril

Fig. 1. Diagrama del experimento.

El experimento mide en cada cultivo, los cambios en colonias
bacterianas, con o sin la emision de ultrasonido. Se realiza con las
siguientes etapas:

1. Realizar el cultivo sobre el medio estéril. Las cajas petri se
esterilizan y posteriormente se almacena la muestra en una
incubadora a 35° durante 6 dias para permitir el crecimiento
de las colonias. El cultivo se incuba en Agar nutritivo.

2. Colocar la céapsula sobre una zona de la caja petri con
bacterias

3. Incubar nuevamente por 2 dias

4.  Analizar los cambios en los cultivos

Prototipo del dispositivo emisor de ultrasonido:

El prototipo estd conformado por dos componentes: el controlador,
que genera pulsos cuadrados a 40 kHz, y el emisor, que recibe los
pulsos y los transforma en ondas sonoras. La importancia de separar
el prototipo en dos dispositivos radica en la conveniencia para poder
reemplazar los emisores de ultrasonido en caso de contaminacion.

El dispositivo controlador genera las ondas cuadradas con
el uso de un microcontrolador con el firmware de la plataforma Open
Source Arduino [22]. La salida digital del microcontrolador se dirige
a un transistor bipolar para amplificar la sefial, de 0 a 20 volts. Este
dispositivo cuenta con una pantalla de cristal liquido que sirve de
interfaz con el usuario y le permite saber si se estd emitiendo US y
por cudnto tiempo. También tiene un botdén para comenzar a emitir
US, y un puerto hembra de 3.5 mm comiinmente usado en audio
donde se conectara el emisor de US. Por ultimo, en éste dispositivo se
encuentra un sensor de vibraciones a la misma frecuencia, 40 kHz,



que servira para verificar el funcionamiento adecuado del emisor de
US.

Por otro lado, el dispositivo emisor esta conformado por un
piezoeléctrico, un cable con un puerto macho y una carcasa de
plastico disefiada en CAD y fabricada con una impresora
tridimensional de estereolitografia en resina fotosensible (ver Fig. 2 y
3).

Fig. 2. Modelo disefiado en CAD para encapsular el piezoeléctrico.

El disefio esta realizado para que la capsula pueda ser adherida a una
placa obturadora.

Fig. 3. Piezoeléctrico emisor de ultrasonido introducido en la capsula.

En este trabajo se utiliza el modelo del sensor piezoeléctrico HC-
SR04 (ver Fig.4).

Fig. 4. Sensor ultrasonico de distancia del cual se extrajo el
piezoeléctrico.

Resultados y discusion
Previo a la realizacion del experimento se verifico el funcionamiento
del prototipo después de su encapsulacion, en ambos componentes
del dispositivo, mediante el testigo que verifica la emision de
ultrasonido. Se observo que el encapsulado aisla adecuadamente los
liquidos de las terminales eléctricas, permitiendo la emision de
ultrasonido. Fue posible introducirlo a la autoclave sin suftir dafios.

Los resultados de la evaluacion validaran la configuracion del
prototipo. De otra manera, debera reajustarse la caracterizacion del
dispositivo US (potencia, frecuencia y tiempo de exposicion).

La fase experimental A se ha llevado a cabo de acuerdo al
calendario presentado en la Tabla 1. Las Fig. 5-7, muestran
respectivamente las cajas con los cultivos preparados y listos.

Fig. 5. Conjunto de cajas petri preparadas para incubacion.

Fig. 6. Vista superior de una caja petri el dia cero.

Fig. 7. Caja petri con bacterias al cuarto dia de incubacion.



9/4/18
al
17/4/18

18/4/18 27/4/18
al 26/4/18 al
25/4/18 30/4/18

Actividad

Preparacion del prototipo

Esterilizacion de las cajas

Toma de muestra fase A

Crecimiento de cultivo

Colocacion del
dispositivo en cada caja

Incubacién y andlisis

Tabla 1. Calendario de actividades.

Conclusiones

Las pruebas realizadas al prototipo confirman la efectividad del
encapsulado y del dispositivo para para emitir US. De acuerdo al
calendario que debe seguir el proceso experimental, hemos cultivado
satisfactoriamente las bacterias de la fase A, que se refiere a muestras
salivales de personas sin infeccion aparente. Actualmente se esperan
los resultados del andlisis del uso del dispositivo US sobre las
colonias.

Como trabajo futuro se encuentra la optimizacion del prototipo

ajustando las variables de tiempo de exposicion e intensidad del US,
asi como una serie de pruebas incluyendo in vivo. Adicionalmente, se
analizardn las ventajas del acumulamiento de agua entre el
piezoeléctrico y el paladar del paciente.
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