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1) RESUMEN 

 

Introducción: La caries dental es la destrucción del tejido mineralizado que se 

produce por ácidos, generados por una biopelícula bacteriana en la superficie del 

diente. Esta biopelícula está compuesta por bacterias capaces de producir ácidos 

orgánicos, como producto de la fermentación de carbohidratos de la dieta. En la 

biopelícula dental, llamada también placa dental, es posible encontrar una amplia 

diversidad de microbiota oral, siendo los miembros del género Lactobacillus 

algunos de sus componentes. Lactobacillus spp. se han considerado, por 

décadas, agentes etiológicos de la caries dental, siendo aisladas desde sitios 

activos de caries y asociadas sistemáticamente con la presencia y progresión de 

esta patología. A la fecha, no existen reportes en Chile sobre la caracterización de 

especies de Lactobacillus presentes en la cavidad oral de sujetos, o de su 

asociación con caries.  

Objetivo General: Determinar las especies de Lactobacillus presentes en saliva 

de un grupo de niños chilenos de 7 a 11 años de edad con y sin experiencia de 

caries. 

Material y métodos: Participaron en el estudio 18 niños chilenos de 7 a 11 años 

de edad, 8 niños conformaron el grupo sin experiencia de caries y 10 niños el 

grupo con caries. Se tomó a cada niño una muestra de saliva no estimulada, las 

que se sembraron sobre la superficie de placas de medio de cultivo sólido MRS, 

que permite el aislamiento de Lactobacillus spp.  Se seleccionaron colonias al azar 

para la extracción de su ADN y se realizó amplificación por PCR utilizando 

oligonucleótidos específicos para Lactobacillus spp. Los productos de PCR fueron 

enviados a secuenciar a Macrogen USA y las secuencias obtenidas fueron 

analizadas utilizando el programa BLAST para la identificación de las especies. Se 

realizó un análisis de asociación de éstas al tipo de muestras, mediante Test 

exacto de Fisher.  
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Resultados: En saliva de sujetos sin experiencia de caries se encontraron L. 

fermentum, L. rhamnosus, L. casei/L. paracasei, L. gasseri/L. johnsonii y L. 

acidophilus. En saliva de sujetos con caries se obtuvo crecimiento de L. salivarius, 

L. acetotolerans, L. fermentum, L. rhamnosus, L. casei/ L. paracasei y L. gasseri/ 

L. johnsonii. Desde ambos tipos de muestras se obtuvieron además aislados 

clínicos de otras especies como por ejemplo S. salivarius y S. vestibularis. Al 

comparar ambos grupos se determinó que L. salivarius y L. acetotolerans, sólo 

fueron obtenidas a partir de muestras de saliva de niños con caries.  L. salivarius 

presentó además una asociación estadísticamente significativa con esta condición 

(p=0,002). Por otra parte, L. fermentum fue la especie más abundante en la saliva 

de niños libres de caries, presentando una asociación estadísticamente 

significativa a las muestras de este grupo (p=0,011), y L. acidophilus sólo fue 

obtenida a partir de saliva de niños en esta condición. 

Conclusiones: Las especies de Lactobacillus presentes en saliva de un grupo de 

niños chilenos de 7 a 11 años de edad con experiencia de caries difieren de las 

presentes en saliva de niños sin experiencia de caries.  
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2) MARCO TEORICO 

 

2.1) Caries dental 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), la caries dental es un 

problema importante para la salud pública a nivel mundial (Petersen, 2003). En la 

mayoría de los países industrializados se encuentran afectados del 60 al 90% de los 

escolares y una gran mayoría de los adultos (Petersen, 2003). Es además, la 

enfermedad oral más prevalente en varios países de Asia y América Latina, mientras 

que parece ser menos severa en muchos países africanos (Petersen, 2003). 

En Chile, la prevalencia de caries dental aumenta sostenidamente con la edad, 

llegando casi al 100% en la población adulta. Estudios del Ministerio de Salud 

(MINSAL) señalan que la prevalencia de caries en nuestro país es de 

aproximadamente 16,8% a los 2 años, 49,6% a los 4 años, 70,4% a los 6 años, 

64,5% a los 12 años, a los 15 años es de 73,9%, y sobre los 35 años es mayor a 

un 99% (Soto y cols., 2007a; Soto y cols., 2007b).  

El impacto en los individuos y comunidades en cuanto a dolor, sufrimiento, 

alteración funcional y disminución en la calidad de vida es considerable (Sheiman, 

2005). En asociación a los determinantes socio-ambientales se considera una 

enfermedad crónica, ya que está muy ligada al estilo de vida de las personas, y se 

encuentran más afectadas las poblaciones socialmente marginadas (Petersen, 

2003; Selwitz y cols., 2007). 

La caries dental se considera multifactorial, ya que se han encontrado 

asociaciones entre su prevalencia y factores socioeconómicos, como acceso a la 

educación y servicios de salud, con factores biológicos como la nutrición y la 

microbiota oral, y también con factores de comportamiento de las personas 

(Selwitz y cols., 2007; Dantas Cabral de Melo y cols., 2015). 

La caries dental es la destrucción del tejido mineralizado dental, la que se produce 

por ácidos, generados por una biopelícula bacteriana en la superficie del diente. 

Esta biopelícula está compuesta, entre otros, por bacterias capaces de producir 
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ácidos orgánicos, como producto de la fermentación de carbohidratos de la dieta 

(Hojo y cols., 2009).  

Es una enfermedad sitio específica, que se desarrolla debido a la pérdida en el 

equilibrio de los ciclos dinámicos normales de desmineralización y 

remineralización del esmalte y la dentina. Debido a esta dinámica, el proceso es 

lento. Sin embargo, si las condiciones ambientales cambian, por ejemplo, aumenta 

la frecuencia de consumo de azúcar o disminuye la secreción salival, combinado 

con mala higiene oral, se producen disminuciones en el pH ambiental, que 

alcanzan el nivel crítico de desmineralización del esmalte (pH 5,5) (Dong y cols., 

1999) y el equilibrio entre des y remineralización estará a favor de una pérdida 

neta de minerales (Takahashi y Nyvad, 2011). En esta condición, la progresión de 

la enfermedad puede resultar en el desarrollo de cambios detectables en la 

estructura del diente, o lesión de caries, la cual inicialmente no es cavitada pero 

puede progresar a la cavitación (Fontana y cols., 2010). Debido a esta dinámica, la 

lesión de caries puede reparar en etapas tempranas, sin la intervención de 

operatoria, a través del incremento de una ganancia neta de minerales durante los 

ciclos de desmineralización y remineralización, mediante una reducción de los 

factores etiológicos, como son la biopelícula cariogénica, la dieta, y aumentando la 

eficacia de agentes remineralizadores como la saliva y fluoruros (González- 

Cabezas, 2010). 

Los factores de riesgo de una persona para desarrollar caries pueden variar en el 

tiempo. Los factores de riesgo físicos y biológicos incluyen un inadecuado flujo y 

composición salival, un alto número de bacterias cariogénicas, una insuficiente 

exposición a flúor, recesión gingival, componentes inmunológicos, necesidad de 

cuidados especiales y factores genéticos (Selwitz y cols., 2007). Además, el riesgo 

de desarrollar caries también se afecta por pobre higiene oral, pobres hábitos 

dietarios, como consumo frecuente de carbohidratos refinados, uso frecuente de 

medicamentos e inapropiados métodos de alimentar a los niños (Selwitz y cols., 

2007). Otros factores relacionados con el riesgo de caries incluyen pobreza, 

deprivación o status social, número de años de educación, cobertura dental, uso 
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de sellantes, uso de aparatos de ortodoncia y uso de prótesis (Selwitz y cols., 

2007). Es conocido además, que niños con historia o evidencia de caries, o que 

sus padres o cuidadores presentan caries severas, tienen un  mayor riesgo 

cariogénico (Selwitz y cols., 2007). Todos estos factores de riesgo se encuentran 

representados en la figura 1. 

 

    

Figura 1. Factores de riesgo asociados al proceso de caries (Adaptado de Selwitz R. y cols., 

2007). 

Existen diversos criterios clínicos de detección de lesiones de caries. Entre ellos, 

se encuentran el criterio de la Organización Mundial de la Salud (OMS), 

ampliamente utilizado en epidemiología e investigación, además de otros criterios 

desarrollados desde el año 1999 a la fecha. El criterio estándar de la OMS 

considera presencia de caries cuando una lesión de punto y fisura o de superficie 

lisa tiene cavidad evidente, socavado en esmalte, o se detecta piso y/o paredes 

reblandecidas (OMS, 1997). 
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El índice COPD/ceod ha sido utilizado desde 1935 y fue creado por Klein, Palmer 

y Knutson. Se ha convertido en un índice fundamental en estudios odontológicos 

que se realizan para cuantificar la prevalencia de caries dental. Este índice señala 

la experiencia de caries, tanto presentes como pasadas, pues toma en cuenta los 

dientes con lesiones de caries y con tratamientos previamente realizados. El 

índice COPD se obtiene de la sumatoria de los dientes permanentes cariados, 

obturados o perdidos por caries, incluyendo las extracciones indicadas por caries. 

Solo considera 28 dientes, no incluyendo a terceros molares. El índice ceod se 

realiza en dientes temporales y también considera dientes cariados, perdidos y 

obturados por caries (Palmer y cols., 1938).  

La OMS ha establecido diferentes niveles de severidad, de acuerdo a la 

prevalencia de caries medida a través de los índices COPD y ceod (Tabla 1) 

(OMS, 1997). 

 

Tabla 1. Grados de severidad de la prevalencia de caries según la OMS para 

índice COPD y ceod. 

Rango de valores  Grado de severidad 

0,0 a 1,1 Muy bajo 

1,2 a 2,6 Bajo 

2,7 a 4,4 Moderado 

4,5 a 6,5 Alto 

6,6 o más Muy alto 
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ICDAS (International Caries Detection and Assesment System) es un criterio 

simplificado, desarrollado en el año 2002, y posteriormente revisado en 2005, 

recibiendo el nombre de ICDAS II, diseñado para detectar seis diferentes estados 

del proceso de caries (Ismail y cols., 2007). El sistema abarca la detección de 

cambios tempranos clínicamente visibles en esmalte, hasta cavidades extensas en 

dentina. Las lesiones de caries se clasifican de acuerdo a su severidad y actividad 

a través de códigos que van desde el 0 al 6 (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Criterios para cada código del sistema ICDAS para diagnóstico de caries 

dental. (Adaptado desde Braga y cols., 2010). 

 

Código Criterio 

0 Sin o leve cambio en la translucencia del esmalte luego de secar 

con aire por 5 segundos. 

1 Primer cambio en esmalte visto solo después de un largo secado 

con aire o restringido a una cavidad o fisura. 

2 Cambio visible en esmalte 

3 Alteración localizada en esmalte, con decoloración u opacidad 

(sin alteración visible en dentina) 

4 Mancha oscura en dentina subyacente 

5 Cavidad distintiva con dentina visible 

6 Cavidad distintiva extensa con dentina visible que envuelve más 

de la mitad de la superficie. 

 

Los códigos mencionados deben ser aplicados por superficie; en la corona: 

mesial/distal, fosas y fisuras y vestibular/palatino; en la raíz; y en caries asociadas 

a restauraciones o sellantes. El sistema se encuentra validado y presenta un 
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protocolo de calibración intra e interexaminador. El desarrollo del sistema ICDAS 

ha permitido unificar criterios diagnósticos a nivel de la práctica clínica, 

epidemiología y educación en odontología. Su filosofía y fundamento van acordes 

con el conocimiento actual del inicio y progresión del proceso de caries y permiten 

que dicha información se refleje de manera fidedigna en las áreas clínica, 

epidemiológica y de investigación (Ismail y cols., 2007; Shivakumar y cols., 2009).  

 

2.2) Microbiota oral y caries dental  

La cavidad oral posee una numerosa, diversa y característica microbiota 

comensal, similar a otros hábitats del cuerpo (Dewhirst y cols., 2010). Esta 

microbiota no solo reside en forma pasiva, sino que contribuye a la mantención de 

la salud, a través de la promoción del sistema inmune y excluyendo 

microorganismos exógenos y muchas veces patógenos (Marsh, 2010). Se 

describe que hay más de 700 especies o filotipos bacterianos en boca, de los 

cuales, según la base de datos del microbioma oral humano HOMD (Human Oral 

Microbiome Database: www.homd.org), aproximadamente el 35% aún no han sido  

cultivados (Dewhirst y cols., 2010). La presencia de éstas varía en las distintas 

superficies, como son la lengua, mucosa y dientes, debido a que las condiciones 

ambientales en cada una son diferentes, convirtiendo a la cavidad oral en un 

complejo y versátil ecosistema. En cada una de estas superficies pueden formarse 

biopelículas, que son consorcios microbianos interactuantes entre sí, adheridas a 

una superficie y embebidas en una matriz extracelular (Marsh, 2010). 

Uno de los mayores actores de este complejo ecosistema es la biopelícula dental, 

que se desarrolla en forma natural sobre la superficie de los dientes. Esta 

biopelícula muestra una organización compleja, que se mantiene relativamente 

estable en el tiempo. Cuando este equilibrio se compromete, se desarrollan 

patologías como la caries dental o la periodontitis (Kolenbrander y cols., 2010).  

En la biopelícula dental, llamada también placa dental, es posible encontrar una 

amplia diversidad de microbiota oral. La superficie dental se cubre de una película 
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de moléculas derivadas de saliva, junto con fluido crevicular y bacterias. 

Inicialmente, solo unas pocas especies bacterianas son capaces de unirse a esta 

película (Marsh, 2010). Ellas se unen reversiblemente cerca de la superficie a 

través de fuerzas fisicoquímicas. Estas bacterias colonizadoras iniciales poseen 

adhesinas, mediante las cuales pueden unirse a receptores complementarios, y 

así estas especies pioneras comienzan a multiplicarse. El metabolismo de estos 

colonizadores modifica el ambiente local, por ejemplo haciéndolo más anaerobio. 

Luego, adhesinas de colonizadores secundarios, generalmente anaerobios 

obligados, se unen a las bacterias adheridas produciéndose la co-agregación o co-

adhesión (Hojo y cols., 2009). Se producen polímeros extracelulares que 

consolidan la unión de la biopelícula. Esta biopelícula está espacial y 

funcionalmente organizada, y las condiciones heterogéneas dentro de ésta 

inducen nuevos patrones de expresión genética bacteriana (Hojo y cols., 2009; 

Marsh, 2010). 

La microbiota residente oral es capaz de responder a los cambios ambientales. 

Modificaciones importantes en las condiciones locales pueden llevar a alteraciones 

en la composición y actividad metabólica de la microbiota, que pueden ser dañinas 

para la salud del hospedero (Marsh, 2010). 

Con el tiempo, se han desarrollado tres hipótesis para explicar la etiología de las 

caries: la hipótesis de la placa específica, la hipótesis de la placa no específica y la 

hipótesis de la placa ecológica (Takahashi y Nyvad, 2008).  

La hipótesis de la placa específica, proponía que unas pocas especies presentes 

en la placa dental estaban activamente envueltas en la enfermedad de caries. De 

este modo, la enfermedad podía controlarse con medidas preventivas e 

intervención contra estos organismos específicos (Loesche, 1979). La hipótesis de 

la placa no específica proponía que la enfermedad sería el resultado de la 

actividad de toda la microbiota de la placa (Theilade, 1986). Con el tiempo, a 

medida que existe un mayor entendimiento del metabolismo de los miembros de la 

biopelícula dental, ha surgido una nueva visión sobre el papel de la placa en el 

desarrollo de caries. 
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La hipótesis de la placa ecológica es el modelo aceptado en la actualidad. Esta 

hipótesis propone que la caries dental es consecuencia de un desbalance en la 

microbiota residente. Este desbalance se produce por un enriquecimiento en la 

comunidad de bacterias altamente cariogénicas, debido a condiciones de bajo pH 

en la placa dental (Marsh, 2003; Takahashi y Nyvad, 2008). Es por esto que se ha 

descrito que la caries dental sería una enfermedad endógena, causada por un 

cambio desde una simbiosis mutualista hacia una simbiosis parasítica del 

ecosistema microbiano oral. En esta condición ocurre una adaptación inducida por 

ácido, seguida de una selección de microorganismos acidúricos (resistentes a 

ácido). La producción de ácido por estos microorganismos es un factor directo en 

la desmineralización de las superficies dentarias, pero es también un determinante 

ambiental que influencia las propiedades fenotípicas y genotípicas de la microbiota 

oral a través de una selección y adaptación inducida por ácido (Takahashi y 

Nyvad, 2011).  

Un gran número de estudios ha confirmado la fuerte asociación entre la presencia 

de Streptococcus mutans y el desarrollo de caries (Hamada y cols., 1980; Van 

Houte, 1980; Loesche, 1986). Sin embargo, estudios más recientes han 

demostrado que las caries pueden ser desarrolladas incluso en ausencia de éste 

(Takahashi & Nyvad, 2011). Se ha demostrado que bacterias de tipo Lactobacillus, 

Actinomyces, Bifidobacterium, Veillonella y Propionibacteria, entre otros, 

complementan o substituyen a S. mutans en el proceso patológico de caries (Hojo 

y cols., 2009).  

Por otro lado, también se ha descrito que la dominancia de ciertos 

microorganismos depende de la profundidad de la lesión de caries, encontrándose 

altos niveles de especies de Actinomyces y Streptococcus no-mutans en lesiones 

de mancha blanca, mientras que S. mutans, Lactobacillus spp., Propionibacterium 

spp. y Bifidobacterium spp. dominan en lesiones más avanzadas (Kianoush y 

cols., 2014).  
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2.3) Lactobacillus spp. y cavidad oral 

Lactobacillus spp. son bacterias Gram positivo, con forma de bacilos, no 

esporuladas y catalasa negativo. Han sido aisladas a partir de una amplia variedad 

de hábitats que incluyen productos lácteos fermentados y no fermentados, tracto 

gastrointestinal y sistema reproductor humano (Klander y Weiss, 1986). La 

habilidad de Lactobacillus spp. de adaptarse a una amplia variedad de ambientes 

ecológicos está asociada a su plasticidad genómica. Esta adaptación hacia 

nuevos hospederos o ambientes se acompaña de una reducción del genoma con 

la adquisición de genes adicionales a través de duplicación y transferencia de 

genes horizontales (Caufield y cols., 2015). 

Estos microorganismos se caracterizan por ser grandes productores de ácido 

láctico (acidogénicos), así como también por llevar a cabo su metabolismo 

resistiendo y tolerando la acidez del medio (acidúricos) (Cotter y Hill, 2003). 

Poseen un metabolismo fermentativo, que según la especie puede ser 

homoláctico, es decir, que solo produce ácido láctico, o heteroláctico, donde se 

produce además CO2, ácido acético y etanol. Cualquiera sea el tipo de 

metabolismo utilizado, el resultado final es la producción de ácido, con la 

consecuente acidificación del medio que puede llegar a valores de pH menores a 

4,5 (Piwat y cols., 2012).  

Las especies del género Lactobacillus pueden diferir en su acidogenicidad, debido 

a variaciones en el metabolismo de la fermentación de azúcares (Almstähl  y cols., 

2012; Piwat y cols., 2012). Si bien todas las especies tienen la habilidad de 

producir ácido, lo hacen en diferentes tasas y cantidades, siendo L. rhamnosus, L. 

salivarius, L. casei/paracasei, y L. plantarum los mayores productores, 

disminuyendo el pH del medio más rápido que las otras especies (Piwat y cols., 

2012). Esto es importante, pues podría tener un rol en el desarrollo de caries. 

Se ha descrito que Lactobacillus spp. aparecen en la cavidad oral durante el 

primer año de edad en los niños, y se presentan en alto número en saliva, dorso 

de la lengua, mucosas, paladar duro y placa dental (Badet y Thebaud, 2008). Un 
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7,2% de los niños presentan Lactobacillus spp. a una edad temprana, lo que se 

explicaría por transferencia de microbiota materna durante el nacimiento, y el 

mantenimiento de esta microbiota en la cavidad oral (Teanpaisan y cols., 2007). 

Un aumento de Lactobacillus spp. en la cavidad oral ocurriría en un segundo 

periodo (18 a 24 meses) (Teanpaisan y cols., 2007). En población adulta en 

Tailandia, se determinó que un 54% portaban Lactobacillus spp. en saliva 

(Teanpaisan y cols., 2009). 

En un estudio de Koll-Klais y cols. (2004), se analizó la presencia y composición 

del género Lactobacillus en muestras de saliva de niños escolares de Estonia, sin 

experiencia de caries. Se determinó que el 64% de los niños presentaba L. 

fermentum , seguido de L. oris que se encontró en un 45% de las muestras. L. 

paracasei y L. plantarum fueron encontrados en el 36% de los niños, seguidos de 

L. salivarius y L. rhamnosus, determinadas en el 27 y 18% de las muestras, 

respectivamente. Otras especies como L. acidophilus, L. delbrueckii, L. gasseri y 

L. crispatus fueron también encontradas, pero en menor prevalencia. 

Si bien Lactobacillus spp. son descritos como miembros de la microbiota nativa 

humana, se han considerado por décadas como agentes etiológicos de la caries 

dental, siendo aisladas desde sitios activos de caries y asociadas 

sistemáticamente con la presencia y progresión de esta patología (Van Houte y 

cols., 1981; Nancy y Dorignac, 1992; Marchant y cols., 2001; Byun y cols., 2004; 

Caufield y cols., 2007; Aas  y cols., 2008; Preza y cols., 2009; Piwat y cols., 2010; 

Lima y cols., 2011; Wolff y cols., 2013; Kianoush y cols., 2014).  

Nancy y Dorignac (1992), analizaron muestras de placa dental y dentina cariosa, 

obtenidas de niños de 5 a 15 años de edad, encontrando presencia de 

Lactobacillus spp. en el 100% de las muestras de dentina cariosa y en el 29% de 

las muestras de placa dental, determinando una correlación directa entre los 

índices ceod y COPD y la presencia de estos microorganismos en dentina. A partir 

de dentina cariosa aislaron especies de L. rhamnosus, L. pseudoplantarum, L. 

plantarum, L. acidophilus, L. casei, L. cellobiosus, L. fermentum y L. delbrueckii, 

las mismas obtenidas a partir de las muestras de placa dental, con excepción de 
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L. pseudoplantarum. También realizaron la identificación de las especies de 

Lactobacillus presentes en saliva de niños sin caries, encontrando presencia de 

sólo algunas de las especies determinadas en las muestras de dentina y placa 

dental de los niños con caries: L. rhamnosus, L. plantarum, L. acidophilus, L. 

casei, L. fermentum y L. salivarius.  

Marchant y cols. (2001) también estudiaron la microbiota predominante en 

muestras de dentina infectada proveniente de lesiones de caries en niños, siendo 

las especies de Lactobacillus más frecuentemente aisladas L. casei, L. fermentum 

y L. rhamnosus. Caufield y cols. (2007), analizaron la diversidad de Lactobacillus 

spp. en la cavidad oral de mujeres jóvenes con lesiones de caries, y determinaron 

que L. vaginalis, L. fermentum y L. salivarius estaban presentes en gran parte de 

los sujetos estudiados. 

Estudios realizados por Piwat y cols. (2010, 2012) en los que se analizaron 

muestras de saliva de niños y adultos tailandeses, evidenciaron una amplia 

heterogeneidad de especies de Lactobacillus, entre las cuales predominaban L. 

rhamnosus, L. casei, L. paracasei, L. fermentum y L salivarius. Además se 

determinó que L. salivarius era predominante en saliva de niños con altos niveles 

de caries y que L. fermentum era predominante tanto en los niños con caries como 

en aquellos libres de caries (Piwat y cols., 2010).  

En un estudio realizado en 38 niños con caries temprana de la infancia severa, se 

determinó que las especies dominantes eran L. fermentum, L. rhamnosus, L. 

gasseri, L. casei/paracasei, L. salivarius, L. plantarum, y en menor medida L. oris y 

L. vaginalis (Caufield y cols., 2015).  

Aunque los diferentes estudios no son comparables porque ellos difieren en las 

características de los sujetos de estudio (niños, adultos, ancianos, mujeres, 

hombres), en el sitio de muestra (saliva, placa dental, dentina, etc) y en los 

métodos utilizados para realizar el análisis, existe una tendencia común que indica 

que las especies encontradas en sujetos con caries difieren de las especies 

encontradas en sujetos libres de caries. 
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A la fecha, no existen reportes en Chile sobre la caracterización de especies de 

Lactobacillus presentes en la cavidad oral de sujetos, o de su asociación con 

caries. Por esto, en este estudio se planteó analizar las especies de Lactobacillus 

presentes en saliva de un grupo de niños sin experiencia de caries y en saliva de 

un grupo de niños con experiencia de caries. La saliva es el fluido que une los 

diferentes tejidos y estructuras de la cavidad oral, por lo que su análisis revela 

características de la microbiota oral, y se ha descrito que existe una correlación 

entre las especies de Lactobacillus presentes en saliva con aquellas presentes en 

placa dental y caries (Badet y Thebaud, 2008). De acuerdo a la literatura 

mencionada, es factible suponer que las especies de Lactobacillus spp. presentes 

en la cavidad oral de niños con caries difieren de las encontradas en niños sin 

caries. 

La importancia de llevar a cabo este estudio radica en la obtención de una mayor 

comprensión del proceso patológico y del papel que juegan las diferentes especies 

de Lactobacillus en la etiopatogenia y epidemiologia de las caries. Entender cómo 

se comportan y se distribuyen especies de Lactobacillus resulta útil para 

establecer grupos de riesgo portadores de especies con mayor correlación con la 

enfermedad, en los que sean necesarias medidas específicas de promoción, 

prevención, control y tratamiento de la caries dental.  
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3) HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

HIPOTESIS. 

Las especies de Lactobacillus presentes en saliva de un grupo de niños chilenos 

de 7 a 11 años de edad con experiencia de caries difieren de las presentes en 

saliva de niños sin experiencia de caries. 

 

OBJETIVO GENERAL. 

Determinar las especies de Lactobacillus presentes en saliva de un grupo de niños 

chilenos de 7 a 11 años de edad con y sin experiencia de caries. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

1) Analizar las especies de Lactobacillus presentes en saliva de un grupo de niños 

chilenos de 7 a 11 años de edad con experiencia de caries.  

2) Analizar las especies de Lactobacillus presentes en saliva de un grupo de niños 

chilenos de 7 a 11 años de edad sin experiencia de caries.  

3) Comparar las especies de Lactobacillus presentes en saliva de un grupo de 

niños con caries versus saliva de un grupo de niños sin experiencia de caries.  
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4) MATERIALES Y METODOS. 

4.1) Sujetos y examen clínico.  

Este protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Ética Científica de la 

Facultad de Odontología, Universidad de Chile. Se invitó a participar 

voluntariamente a niños Chilenos entre 7 a 11 años de edad. Estos niños 

pertenecían al Colegio Luis Galdames, el cual presenta un convenio con el 

departamento de extensión de la Facultad de Odontología de la Universidad de 

Chile. Para esto el investigador principal explicó los objetivos del proyecto de 

investigación al padre/madre del niño, solicitando que asistieran a la unidad de 

Diagnóstico de la Clínica Odontológica de la Facultad de Odontología. Posterior a 

su aceptación de participar y previa firma de consentimiento informado, se realizó 

un examen clínico bajo las condiciones de estandarización indicadas más adelante 

y se tomaron las muestras de saliva desde cada niño. Este examen clínico se 

realizó bajo luz artificial, en un box dental, utilizando instrumental estéril (sonda de 

caries y espejo n°5) y se determinó su experiencia de caries, que se expresó como 

índice ceod y COPD, de acuerdo a los criterios de la Organización Mundial de la 

Salud, 1997. Esto fue realizado por un examinador previamente calibrado (índice 

kappa de Cohen de 0,83.) 

Los niños fueron divididos en dos grupos: 0 caries fue considerado como libre de 

experiencia de caries y 1 o más caries fueron considerados con experiencia de 

caries. Se reclutaron 8 niños sin caries y 10 niños con caries en dentina, cuyo 

número se determinó por conveniencia. Sujetos con experiencia de caries, pero 

sin lesiones activas no fueron incluidos en este estudio. Aquellos niños que, en el 

último mes, consumieron antibióticos o recibieron aplicación de flúor, tampoco 

fueron considerados para este estudio. 

Se realizó un informe a los padres de la condición de salud oral actual de sus 

hijos, con recomendaciones para mejorarla y la entrega de kits con artículos para 

higiene oral a los niños y niñas participantes. 
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4.2) Toma de muestras de saliva.  

Todas las muestras de saliva fueron recolectadas en tubos de plástico estériles y 

se tomó aproximadamente 1 ml de saliva no estimulada. Las muestras fueron 

almacenadas a 4°C por un tiempo breve, hasta su traslado al laboratorio de 

bioquímica y biología oral donde fueron procesadas. El procesamiento de estas 

muestras se realizó no más allá de 1 hora posterior a su toma, a fin de evitar 

cualquier tipo de degradación o alteración que pudieran sufrir en este período. 

4.3) Aislamiento y crecimiento de Lactobacillus spp. desde las muestras.  

Las muestras de saliva se diluyeron en 1:10, 1:100, 1:1000 v/v, en tampón fosfato 

salino PBS (NaCl 138 mM, KCl 3 mM, Na2HPO4 8,1 mM, KH2PO4 1,5 mM, pH 7,2). 

Se sembraron 100 µL de las diluciones 1:100 y 1:1000 sobre la superficie de  

placas de medio de cultivo sólido MRS (Oxoid). Posteriormente se cultivaron en 

una estufa a 37°C con 5% CO2 por aproximadamente 48 horas. De las UFC 

(unidades formadoras de colonias) presuntivamente identificadas como 

Lactobacillus spp. (colonias blanquecinas, pequeñas, cóncavas de borde liso), se 

seleccionaron al azar 16, desde cada placa de cultivo, las que fueron re-

sembradas en una nueva placa de Petri con medio MRS y crecidas como se indicó 

anteriormente, para la posterior extracción de ADN. 

4.4) Extracción de ADN. 

Las muestras de ADN fueron aisladas utilizando el kit FTA-Cards Whatman® y 

siguiendo las recomendaciones del proveedor. Para esto, colonias de aislados de 

Lactobacillus spp. fueron resuspendidas en 100 µL de PBS y depositadas en 

cartas de filtros FTA (Whatman®) (Figura 2). Luego se dejaron secar cercanas al 

mechero. Desde cada filtro FTA con los 50 µL de solución vertida se obtuvieron 

dos perforados de 1,2 mm que recibieron lavados seriados con 200 µL de reactivo 

FTA (Whatman®) durante 5 minutos en tres ocasiones, y tampón TE (Tris 10 mM, 

EDTA 1 mM, pH 8,0) de igual forma. Posteriormente los perforados se secaron a 

55 °C, quedando el ADN genómico depositado sobre éstos. 
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Figura 2. Cartilla de filtros FTA (Whatman®). 

 

4.5) Reacción en cadena de la polimerasa (PCR).  

Un fragmento de aproximadamente 232 pb del gen de 16S ARNr fue amplificado 

por PCR, utilizando los oligonucleótidos específicos descritos para Lactobacillus 

spp. (Lacto16sfw: 5’-TGGAAACAGATGCTAATACCG-3’ y Lacto16s rev: 5’-

GTCCATTGTGGAAGATTCCC-3’) (Caufield y cols., 2007). Cada PCR fue 

realizado conteniendo ADN genómico en un filtro de 1,2 mm, 1 µM de cada 

oligonucleótido, 0,2 mM de dNTPs (Thermo Scientific®), 0,05 U/µL DreamTaq 

ADN polimerasa (Thermo Scientific®), y 1x buffer de PCR con 1,5 mM MgCl2. Se 

utilizó además ADNg de la cepa L. casei ATCC 334 como control positivo de 

amplificación, y agua en reemplazo de éste en el control negativo. La amplificación 

se llevó a cabo en un equipo GeneAmp 2400 PerkinElmer. Esto consistió en una 

denaturación inicial a 94°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de denaturación a 

94°C por 30 s., alineamiento del oligonucleótido a 60°C por 30 s. y extensión 

(síntesis del ADN) a 72°C por 30 s., con un paso final de extensión a 72°C por 5 

min. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis. 

4.6) Electroforesis de ADN. 

Las muestras de ADN se sometieron a electroforesis en geles de agarosa 

horizontales al 1% en amortiguador TAE (Tris-acetato 40 mM pH, EDTA 1 mM, pH 

8,3), y se agregó Safeview NBS Biologicals Ltda, que permite la visualización de 

ácidos nucleicos con luz ultravioleta. Se utilizó el marcador de tamaño molecular 
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de ADN GeneRuler 1 kb DNA Ladder (ThermoFisher Scientific). La electroforesis 

se realizó a 80-100 V por tiempos variables en amortiguador TAE y los ácidos 

nucleicos se visualizaron en un transiluminador de radiación UV. Los geles se 

fotografiaron con una cámara digital (Carestream) y la imagen se procesó en un 

computador. 

4.7) Purificación de los fragmentos de ADN productos del PCR. 

El producto de PCR fue purificado utilizando el kit FavorPrep TM GEL/PCR 

Purification Kit (Favorgen Biotech Corp.) a partir del gel de electroforesis de ADN 

en agarosa, bajo las recomendaciones del proveedor. Brevemente, se cortaron y 

pesaron trozos de no más de 300 mg del gel que contenía el producto de PCR, y 

se depositaron en un tubo con buffer FADF, incubando a 55°C hasta su disolución. 

Se dejó enfriar a temperatura ambiente y se traspasaron 800 µL de la muestra en 

una columna FADF. Se centrifugó por 30 segundos desechando el flujo y se 

agregó buffer de lavado centrifugando por 3 minutos para volver a desechar el 

contenido. Se agregó buffer de elución al centro de la columna y se centrifugó por 

2 minutos para obtener el ADN, el que fue almacenado a -20°C (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema que muestra el proceso de purificación de fragmentos de ADN. 
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4.8) Secuenciación e identificación de especies. 

Las muestras de ADN se enviaron a secuenciar en Macrogen USA. Las 

secuencias obtenidas fueron analizadas realizando un alineamiento contra la base 

de datos no-redundante (nr) utilizando el programa BLAST 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). El análisis de los resultados de los alineamientos 

permitió identificar a las especies de Lactobacillus presentes en cada muestra. Se 

consideró una identificación positiva cuando existía más de un 95% de identidad 

de secuencia. 

4.9) Análisis estadísticos. 

Para determinar si la distribución de las edades de los participantes de ambos 

grupos en estudio fue similar, se utilizó el test no paramétrico Wilcoxon-Mann-

Whitney debido a que uno de los grupos no presentó distribución normal. Se 

consideró como hipótesis nula (H0) que ambos grupos eran similares (poseían 

medianas similares), como hipótesis alternativa (H1) que ambos grupos difieren en 

distribución (sus medianas son diferentes). Se rechaza la hipótesis nula con 

valores de p≤0,05. 

Con los resultados obtenidos de secuenciación se realizó un análisis de 

asociación de las distintas especies encontradas, tanto a las muestras de saliva 

como a las muestras de lesiones de caries dentinaria profunda, mediante Test de 

Fisher, que permite analizar asociación entre dos variables dicotómicas en 

muestras con n pequeño. Se consideró como hipótesis nula (H0) la independencia 

entre las dos variables y la significancia estadística fue fijada en p<0,05 para este 

análisis. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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5) RESULTADOS  

5.1) Datos demográficos de los participantes del estudio. 

Para este estudio se incluyeron un total de 18 niños con edades entre los 7 y 11 

años. De éstos, 8 se encontraban libre de caries y 10 con al menos una caries 

cavitada. 

La edad promedio de los participantes del grupo libre de caries fue de 10 ± 1,2 

años y del grupo con caries fue de 9,9 ± 1,37 años, y sus medianas fueron 10,5 y 

10 años, respectivamente (Tabla 3). Ambos grupos presentaron una distribución 

etaria similar, no existiendo diferencias estadísticamente significativas entre ellos 

(Test Wilcoxon-Mann-Whitney p=0,897). 

La distribución por sexo no fue similar en ambos grupos, existiendo en el grupo sin 

lesiones de caries un porcentaje de hombres de 75% y de mujeres de un 25% y en 

el grupo con caries un 50% de cada uno. El promedio de COPD/ceod  fue de 1 ± 

1,25 para COPD y de 2,7 ± 2,63 para ceod. 

 

 

Tabla 3. Datos demográficos de los niños participantes del estudio. 

 

  Libres de Caries Con Caries 

Promedio edad 10 ± 1,20 9,9 ± 1,37 

Mediana 10,5 10 

Relación hombre/mujer 3:1 1:1  

Promedio COPD - 1,0 ± 1,25 

Promedio ceod - 2,7 ± 2,63 
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5.2) Crecimiento bacteriano 

A partir del total de las muestras de saliva (18) se obtuvo crecimiento en las placas 

con medio de cultivo MRS. Las colonias fueron identificadas presuntivamente 

como Lactobacillus spp., por su aspecto cóncavo, de bordes lisos, colonias 

pequeñas y blanquecinas (Figura 4).  

 

 

Figura 4. Colonias presuntivamente identificadas como Lactobacillus spp. crecidas sobre 

placas de medio de cultivo MRS.  

 

Desde cada placa de cultivo se seleccionaron al azar 16 de estas colonias, las que 

fueron re-sembradas en nuevas placas de cultivo con medio MRS y crecidas como 

se indicó anteriormente, para permitir su aislamiento para la posterior extracción 

de ADN. Se re-sembraron un total de 288 aislados clínicos, de los cuales se 

obtuvo crecimiento desde aproximadamente un 80% de ellos. 
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5.3) Purificación de ADN genómico y Reacción en Cadena de la Polimerasa  

A partir de los aislados clínicos re-sembrados, presuntivamente identificados como 

Lactobacillus spp., se procedió a la purificación de ADN genómico (ADNg), tal 

como se señala en la sección materiales y métodos. Se obtuvo ADNg desde 10 

aislados clínicos por cada muestra de saliva, obteniendo un total de 180 muestras 

de ADNg. El ADNg obtenido fue utilizado como molde para amplificar mediante 

PCR un fragmento específico de 232 pb del gen 16S RNA, encontrando 

amplificación positiva en más de un 90% de las muestras analizadas. En la figura 

6 se puede evidenciar la presencia de un fragmento de ADN amplificado de forma 

específica en algunas de las muestras analizadas.  

 

 

 

Figura 6. Amplificación por PCR de un fragmento de aproximadamente 232 pb del gen 

16S ARNr de diferentes aislados clínicos. Se observa una foto representativa de un gel de 

agarosa al 1% en tampón TAE 1X, que muestra el resultado del PCR. M: marcador de 

tamaño molecular de ADN, (+): control positivo con la cepa L. casei ATCC 334, (-): control 

negativo utilizando H2O en vez de ADN molde en la reacción, carriles 1-4: diferentes 

aislados clínicos. 
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5.4) Determinación de las especies por secuenciación y distribución según 

tipo de muestra. 

Se enviaron un total de 138 fragmentos de ADN purificados, de los cuales se 

obtuvo resultados de secuencia para 103 de ellos. De estas secuencias 101 

pudieron ser asignadas a una especie bacteriana, y 2 no arrojaron resultados 

luego del análisis. 

Los resultados indicaron que, a pesar de que el medio utilizado para el cultivo de 

las muestras es descrito como selectivo para Lactobacillus spp., luego del análisis 

de secuencias fue posible evidenciar que crecieron también otras especies 

principalmente del género Streptococcus, como S. salivarius, S. vestibularis, S. 

sobrinus, S. anginosus, S. oralis y S. thermophilus, además de un aislado de 

Pseudomonas aeruginosa (Tabla 4). 

En saliva de sujetos libres de experiencia de caries se encontraron, 

principalmente, distintas especies del género Lactobacillus y Streptococcus. 

Dentro de las especies de Lactobacillus encontradas están L. fermentum, L. 

rhamnosus, L. casei/L. paracasei, L. gasseri/L. johnsonii y L. acidophilus (Tabla 4). 

A partir de estas muestras se obtuvieron además aislados clínicos de S. salivarius, 

S. vestibularis y otras especies de Streptococcus, así como un aislado de P. 

aeruginosa. 

A partir de las muestras de saliva de sujetos con caries también se obtuvo 

crecimiento de especies de Lactobacillus y de Streptococcus. Dentro de las 

especies de Lactobacillus encontradas, la más abundante fue L. salivarius, 

seguida de L. casei/ L. paracasei, L. rhamnosus, L. gasseri/ L. johnsonii, L. 

fermentum y L. acetotolerans (Tabla 4). Se encontraron también un gran número 

de aislados clínicos de S. salivarius y S. vestibularis, así como otras especies de 

Streptococcus en baja cantidad (Tabla 4).  
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Tabla 4.  Especies aisladas desde saliva de los participantes y análisis de test 

exacto de Fisher al comparar su presencia en las diferentes muestras. 

Especie niños sin caries niños con caries p** 

L. fermentum 10 2 0,011*** 

L. rhamnosus 7 3 0,179 

L. casei / L. paracasei* 2 4 0,686 

L. gasseri / L. johnsonii* 2 3 1,000 

L. salivarius - 10 0,002*** 

L. acidophilus 2 - 0,205 

L. acetotolerans - 2 0,499 

Lactobacillus spp. 1 2 0,495 

S. salivarius 12 20 0,291 

S. vestibularis 6 3 0,294 

S. sobrinus - 2 1,000 

S. anginosus - 1 1,000 

S. oralis - 1 1,000 

S. thermophilus - 1 1,000 

Streptococcus spp. 3 1 0,328 

P. aeruginosa 1 - 0,455 

TOTAL 46 55  

* El fragmento secuenciado no permitió distinguir entre estas especies ya que ambas  presentan un 

alto % de identidad de secuencia genómica. 

** Test exacto de Fisher. 

*** Valores con p<0,05. 

 

 

Al comparar la presencia de las diferentes especies de Lactobacillus en las 

muestras de saliva de los niños sin experiencia de caries, versus las muestras de 

saliva de niños con caries, se puede observar de que la mayoría de éstas se 

encuentran presentes en ambos tipos de muestras, como son L. fermentum, L. 
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rhamnosus, L. casei/L. paracasei y L. gasseri/L. johnsonii. Sin embargo, L. 

fermentum fue la especie más abundante en la saliva de niños libres de caries, y 

presentó una asociación estadísticamente significativa a las muestras de este 

grupo (p=0,011) (Tabla 4).  

L. acidophilus fue obtenida exclusivamente a partir de muestras de saliva de niños 

sin experiencia de caries, similar a L. acetotolerans, que fue aislada sólo a partir 

de muestras de saliva de niños con caries (Tabla 4). L. salivarius también fue 

obtenida exclusivamente a partir de muestras de saliva de niños con caries, y 

presentó una asociación estadísticamente significativa con esta condición 

(p=0,002) (Tabla 4). 

Las demás especies de Lactobacillus encontradas no presentaron asociación 

significativa con las muestras de una u otra condición, así como tampoco las 

especies de Streptococcus aisladas (p>0,05, Tabla 4). 
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5) DISCUSION  

 

La hipótesis de este estudio planteó que las especies de Lactobacillus presentes 

en saliva de un grupo de niños chilenos de 7 a 11 años de edad con caries 

diferirían de las presentes en saliva de niños sin experiencia de caries. 

Según los resultados obtenidos podemos validar nuestra hipótesis, ya que a pesar 

que algunas de las especies de Lactobacillus se encontraban presentes en ambos 

grupos, L. acetotolerans y L. salivarius se encontraron solo en el grupo con caries, 

presentando L. salivarius una asociación estadísticamente significativa con esta 

condición. Por otro lado, L. fermentum se encontró mayoritariamente en el grupo 

sin caries encontrándose asociación con esta condición, y L. acidophilus se 

encontró exclusivamente en las muestras de saliva de este grupo de niños. 

Para este estudio fueron seleccionados 18 participantes entre los 7-11 años de 

edad, 8 sin experiencia de caries y 10 que presentaban al menos una lesión de 

caries cavitada. El COPD promedio de los niños participantes del estudio 

correspondió a 1,0 ± 1,25 y su ceod fue de 2,7 ± 2,63. Esto se encuentra dentro 

del rango nacional determinado por el MINSAL, que describe que en Chile los 

valores para niños de 6 años son de 0,16 para COPD y de 3,71 para ceod y para 

niños de 12 años es de 1,9 piezas dentarias para COPD (Soto L. y cols., 2007a; 

Soto y cols., 2007b). 

En este estudio se utilizaron muestras de saliva no estimulada, pues se ha 

descrito que este fluido representa las características de la microbiota oral total, 

existiendo incluso una correlación entre la abundancia de Lactobacillus spp. 

presentes en este tipo de muestra con los encontrados en caries y placa dental 

(Badet y Thebaud, 2008).  

Otro método descrito para la toma de este tipo de muestra es, por ejemplo, con 

espátula, la cual se humedece en saliva y luego se apoya directamente sobre la 

superficie de placas con el medio de cultivo adecuado, como se describe en Piwat 

y cols., 2010, para el aislamiento de Lactobacillus spp. desde saliva. Sin embargo, 
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este método sólo permite el aislamiento de una pequeña cantidad de UFC por 

cada muestra, además del requerimiento de que la muestra en la espátula debe 

ser sembrada inmediatamente después de la toma de muestras.  

En este estudio, para el cultivo de Lactobacillus spp. se utilizó el medio MRS el 

cual es descrito como selectivo para el crecimiento de estas especies, y ha sido 

utilizado en diversos estudios para el aislamiento y cuantificación de estos 

microorganismos a partir de muestras provenientes desde la cavidad oral 

(Marchant y cols, 2001; Caufield y cols, 2007; Piwat y cols, 2010; Yang y cols., 

2010). Caufield y cols. (2007) utilizando este medio de cultivo, obtuvo un alto 

porcentaje de Lactobacillus spp. en aislados clínicos, indicando que sólo un 2% de 

las UFC obtenidas correspondían a otros microorganismos. A pesar de estos 

antecedentes, en este estudio se obtuvo crecimiento de aislados clínicos de 

distintas especies de Streptococcus spp. como S. salivarius, S. vestibularis, S. 

sobrinus, S. anginosus, S. oralis y S. thermophilus, en gran proporción. 

De los aislados clínicos analizados, aproximadamente el 90 % resultó positivo 

para la amplificación mediante PCR de un fragmento de gen de ARN ribosomal 

16s, al utilizar oligonucleótidos específicos para Lactobacillus spp., descritos por 

Caufield y cols. (2007). Las muestras que no presentaron amplificación positiva 

fueron apartadas y se asumió que dichas UFC no correspondían a Lactobacillus 

spp. Sin embargo, la ausencia de amplificación pudo deberse también a una 

insuficiente cantidad o exceso de ADN en la muestra, o a que el ADN se haya 

deteriorado por el manejo de la misma.  

Por otra parte, en el 90% de las muestras que si presentaron amplificación positiva 

por PCR, no sólo hubo amplificación del gen ARNr 16S de Lactobacillus spp., sino 

también del gen de ARNr 16s de otras especies, como S. salivarius, S. 

vestibularis, S. sobrinus, S. anginosus, S. oralis y S. thermophilus, además de un 

aislado de P. aeruginosa. Esto implicaría que los oligonucleótidos utilizados no 

serían completamente específicos para el género Lactobacillus.  
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En este estudio se pudieron aislar e identificar a partir de las muestras de saliva de 

niños sin experiencia de caries, las especies L. fermentum, L. rhamnosus, L. 

casei/L. paracasei, L. gasseri/L. johnsonii y L. acidophilus. A partir de las muestras 

de saliva de sujetos con caries, también se obtuvo crecimiento de L. fermentum, L. 

rhamnosus, L. casei/ L. paracasei y L. gasseri/ L. johnsonii, así como también de 

L. salivarius y L. acetotolerans. 

L. fermentum fue la especie bacteriana más abundante aislada a partir de la saliva 

de niños libres de experiencia de caries. Si bien, también fue aislada a partir de las 

muestras de saliva de los niños con caries, presentó una asociación 

estadísticamente significativa con las muestras de saliva de los niños sin 

experiencia de caries (p=0,011). Esto es congruente con lo encontrado por Colloca 

y cols. (2000) y Ahumada y cols. (2003). En otros estudios se ha descrito que L. 

fermentum sería un comensal habitual de la cavidad oral, que estaría presente en 

cavidad oral de niños con caries y libres de caries (Piwat y cols., 2010). 

En este estudio, L. acidophilus fue aislado exclusivamente a partir de muestras de 

saliva de los niños sin experiencia de caries. Esto es similar a lo reportado en el 

estudio de Koll-Klais y cols. (2004), en el cual se analizó la presencia y 

composición del género Lactobacillus en saliva de niños escolares de Estonia sin 

experiencia de caries, determinando que L. acidophilus se encontraba presente en 

el 9% de las muestras. Sin embargo, en el estudio de Nancy y Dorignac (1992), 

analizaron muestras de placa dental y dentina cariosa, obtenidas de niños de 5 a 

15 años de edad con caries, y muestras de saliva de niños sin caries, encontrando 

L. acidophilus en los tres tipos de muestra. También en el estudio de Smith y cols. 

(2001), esta bacteria fue encontrada en un 7,69% de las muestras de placa dental 

y saliva de sujetos con caries dental. Por lo tanto, se requerirían más estudios 

para poder determinar si esta especie está relacionado a alguna condición de 

salud oral específica. 

Por otra parte, L. salivarius fue aislado sólo a partir de las muestras de saliva de 

niños con caries, presentando una asociación con esta condición (p=0,002). Estos 

resultados concuerdan con lo reportado por Piwat y cols. (2010), donde esta 
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bacteria fue la más prevalente en la saliva de niños con caries, en Tailandia. Esto 

podría deberse a que esta especie tiene una mayor capacidad cariogénica debido 

a sus factores de virulencia, como son su capacidad acidogénica (Martin y cols., 

2006) y acidúrica (Strahinic y cols., 2007). Se ha visto que las diferentes especies 

de Lactobacillus muestran diferentes habilidades para generar ácido, siendo 

clasificadas en tres grupos de acuerdo a esta capacidad: fuertes, moderadas y 

débiles productoras de ácido, encontrándose a L. salivarius dentro del grupo fuerte 

(Piwat y cols., 2012).  

L. acetotolerans también se encontró presente sólo en las muestras de saliva de 

niños con caries, pero no se encontró en la literatura algún reporte de la 

asociación de esta bacteria con cavidad oral o con el proceso de caries dental. 

Este microorganismo ha sido aislado a partir de alimentos fermentados (Entani y 

cols., 1986; Nakayama y cols., 2007), por lo que su presencia en boca podría 

deberse al consumo reciente de alguno de ellos. 

L. rhamnosus, L. casei/L. paracasei y L. gasseri/L. johnsonii fueron aisladas a 

partir de saliva, independiente del estatus de caries que presentara el niño. Con 

respecto a L. casei y L. rhamnosus, un gran número de estudios han asociado su 

presencia a sitios con caries, como en un estudio de Marchant y cols. (2011) 

donde se describe que estas especies fueron aisladas predominantemente desde 

dentina infectada en niños con caries temprana de la infancia, y el estudio de Byun 

y cols. (2004) donde encontraron la presencia de ambos microorganismos 

asociada a lesiones de caries en dientes de adultos. Por otra parte, L. rhamnosus 

y L. paracasei también han sido descritos como microorganismos asociados a 

saliva de niños sin experiencia de caries (Koll-Klais y cols., 2004). En este estudio 

no fue posible discriminar entre las especies L. casei y L. paracasei, debido a que 

su similitud a nivel de genoma es muy elevado. Para lograr asignar a una u otra 

especie se debe secuenciar un fragmento de mayor tamaño del ARNr 16S, y se 

recomienda también secuenciar el 23S ARNr. Lo mismo para L. gasseri/ L. 

johnsonii. 
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En este estudio además se encontraron especies de Streptococcus, siendo S. 

vestibularis y S. salivarius las más abundantes. Estas son bacterias comensales 

que se encuentran colonizando principalmente el tracto digestivo (Seow y cols., 

2009), y predominan en la región orofaríngea (Bik y cols., 2010), lo que es 

consecuente con el hecho de que aparecieron en saliva de los niños con caries y 

sin experiencia de caries, por lo que no se encontrarían asociadas a una de esas 

condiciones en particular. Se ha reportado que S. salivarius podría tener un efecto 

inhibitorio de Streptococcus patógenos (Ogawa y cols., 2011) y de bacterias que 

producen infecciones periodontales (Lévesque, 2003).  

Los niños libres de experiencia de caries poseían menores recuentos de 

Lactobacillus spp. que aquellos con caries, y un mayor % de las muestras aisladas 

de éstos correspondieron a bacterias que no eran Lactobacillus spp.. Esto puede 

tener relación con que estos microorganismos no poseen sistemas de adhesión 

que les permitan permanecer en cavidad oral. Se ha descrito que S. mutans y 

otras bacterias acidogénicas orales crearían el nicho necesario (lesión precaria) 

capaz de retener mecánicamente a Lactobacillus spp. Se habla del “modelo de 

nicho retentivo”, un prerrequisito necesario para que se produzca la colonización 

de Lactobacillus en la cavidad oral. En este lugar se produce retención de otros 

Lactobacillus planctónicos y además provee un área de bajo pH y un ambiente 

anaeróbico donde también se produce atrapamiento de comida que proveen una 

rica fuente de carbohidratos (Caufield y cols., 2015). Esto indica que es 

mayormente factible poder aislarlos desde la saliva de individuos que porten estas 

lesiones precarias. 

Algunos autores han investigado el rol de Lactobacillus spp. como probióticos para 

mejorar la salud oral, debido a que estudios indican que poseería actividad 

inhibitoria contra Streptococcus spp. cariogénicos y patógenos periodontales como 

P. gingivalis y A. actinomycetencomitans (Koll-Klais y cols., 2005; Teanpaisan y 

cols., 2011). Una de las especies mayormente propuestas y evaluadas para su 

uso como probióticos en salud oral es L. rhamnosus GG (Stecksén-Blicks y cols., 

2009; Näse y cols., 2001). L. rhamnosus exhibe actividad antagonista contra 
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bacterias cariogénicas (Simark-Mattson y cols., 2007) y al ser utilizada en ensayos 

clínicos en niños preescolares, se observó que redujo el riesgo de caries (Näse y 

cols., 2001) y disminuyó la incidencia de estas lesiones (Stecksén-Blicks y cols., 

2009). Sin embargo, se ha descrito que el efecto de los probióticos en cavidad oral 

desaparecerían al dejar de consumir el producto (Petti y cols., 2001; Hasslöf y 

cols., 2013; Rodríguez y cols., 2016). En este estudio L. rhamnosus se encontró 

presente en saliva de niños con caries y en saliva de niños sin caries, lo que 

indicaría que no existiría una asociación específica con ninguna de las dos 

condiciones. Sin embargo se requiere aumentar el número de niños y muestras 

del estudio, para determinar claramente el rol de cada especie de Lactobacillus en 

la cavidad oral. 

Este estudio se planteó como un primer acercamiento en la determinación de las 

especies de Lactobacillus spp. presentes en saliva en una población de niños 

chilenos. Esta información cobra relevancia debido a que el conocimiento actual 

del proceso de caries releva la participación de Lactobacillus spp. como factores 

etiológicos de la enfermedad, siendo fundamentales en la progresión de la lesión 

en dentina.  

De acuerdo a lo planteado, un mayor conocimiento de las especies involucradas 

en la etiología de la caries dental en sus diferentes etapas en la población infantil, 

entre ellas Lactobacillus spp., permitirán enfocar medidas preventivas costo 

beneficiosas que contribuyan a la disminución de los indicadores de historia de 

caries de nuestra población. 
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6) CONCLUSIONES 

 

 Las especies de Lactobacillus presentes en saliva de un grupo de niños 

chilenos de 7 a 11 años de edad con experiencia de caries difieren de las 

presentes en saliva de niños sin experiencia de caries. 

 Existen especies de Lactobacillus que no estarían relacionadas al estatus 

de caries del niño, y que se encontraron en ambos grupos estudiados, 

como son L. rhamnosus, L.casei/L.paracasei y L. johnsonii/L. gasseri.  

 L. salivarius sólo fue obtenida a partir de muestras de saliva de niños con 

caries, presentando una asociación estadísticamente significativa con esta 

condición (p=0,026). 

 L. fermentum fue la especie más abundante en la saliva de niños libres de 

caries, presentando una asociación estadísticamente significativa a las 

muestras de este grupo (p=0,003). 
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ANEXOS Y APENDICES 
 
 

1.- Carta de aprobación de comité de ética. 

2.- Consentimiento informado. 

3.- Ficha clínica. 
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