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RESUMEN

Introduccion: La cavidad oral es un ecosistema mixto, formado por diversas
especies microbianas, en donde las bacterias cumplen un rol fundamental en el
equilibrio salud- enfermedad. Se ha descrito a la caries dental como una de las
patologias orales mas prevalentes a nivel mundial y se ha observado que especies
pertenecientes al género Streptococcus, especificamente al grupo viridans, estan
fuertemente relacionadas con su desarrollo. S. mutans ha sido una de las
especies mas asociadas a su inicio y progresion. Sin embargo, esta enfermedad
puede ocurrir en ausencia de él y, otras especies pertenecientes a este género,

podrian tener una inesperada relevancia en la enfermedad.

Objetivo: Determinar la prevalencia y diversidad de especies bacterianas
pertenecientes al género Streptococcus en saliva de nifios pre-escolares chilenos

cony sin caries.

Metodologia: Muestras de saliva total no estimulada fueron colectadas de la
cavidad oral de nifios pre-escolares chilenos, entre 2 y 5 afios de edad, que
presentan caries (10 individuos) o libres de caries (10 individuos), segun indice
ICDAS Il. Se determind la capacidad tamponante y pH salival, recuento,
aislamiento e identificacion bacteriana pertenecientes al género Streptococcus. La
identificacion se realiz6 mediante test bioquimicos, Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR) y secuenciacion de ADN, segun corresponda.

Resultados: Se observaron diferencias en relacidon a las especies identificadas en
las muestras de sujetos con y sin caries. De los aislados obtenidos de sujetos sin
caries, las especies mas prevalentes fueron S. salivarius (40%), S. mutans (20%)
y S. thermophilus (13,3%) y las especies aisladas en baja proporcion
correspondieron a S. vestibularis y S. sanguinis (3,3% cada una). De los aislados
obtenidos de sujetos con caries, la especie mas prevalente correspondio a S.
salivarius (73,3%) y las especies encontradas en menor proporcion
correspondieron a Bacillus subtilis subsp. subtilis (16,7%), S. anginosus y S. mitis
(3,3% cada una). Los analisis estadisticos para asociar las variables edad, pH,
capacidad tamponante y recuento bacteriano, en relacion a prevalencia de caries,

resultaron ser no significativos.



Conclusiones: Las especies del género Streptococcus y otras especies

identificadas, tanto para sujetos con y sin caries, fueron diferentes en cuanto a
diversidad. Sin embargo, especies que han sido identificadas como autores
principales tanto del desarrollo de caries como de su ausencia, fueron encontradas
en baja proporcion o no fueron encontradas en este grupo etario. S. salivarius
resultd ser la especie aislada con mayor frecuencia en ambos grupos v,
parametros como edad, pH, capacidad tamponante en relacion con prevalencia de
caries, no fueron significativos. Esto podria revelar que las propiedades
cariogénicas y de virulencia de cada especie estarian en intima relacion con las
condiciones ambientales y las asociaciones bacterianas que ellas realicen dentro
del Biofilm, que una misma especie podria actuar tanto a favor o en contra del
hospedero y que un mayor tamafio muestral seria necesario para obtener

resultados mas concluyentes.



INTRODUCCION

La cavidad oral es un ecosistema mixto donde cohabitan diversas especies
bacterianas, de las cuales han sido detectadas alrededor de 700 especies (Paster
y cols., 2001; Ten Cate y cols., 2006). Estas bacterias tienden a conformar
biopeliculas o Biofilms, siendo la placa dental una de ellas (Marsh y cols., 2000;
2004). Crielaard y cols. (2011) estudiaron la composicion microbiana oral de 74
nifios y adolescentes entre 3 y 18 afios de edad, divididos de acuerdo a su estado
de denticion. Observaron la presencia de 4 filos en todos los grupos estudiados:
Firmicutes, Proteobacterias, Bacteroidetes y Actinobacterias. De ellos, el filo
Firmicutes alberga importantes comensales y patégenos oportunistas de la
cavidad oral, como aquellos correspondientes al género Streptococcus. Este
género se ha descrito como residente de la cavidad oral y representa un bajo

porcentaje (20%) del total de las bacterias presentes en ella (Kreth y cols., 2008).

Las bacterias pertenecientes al género Streptococcus corresponden a cocos Gram
positivos, dispuestos en cadenas cortas de 4 a 6 cocos o largas, anaerobios
facultativos y catalasa negativos, forman parte de la microbiota residente de la
cavidad oral y vias respiratorias altas, pero también son patdgenos oportunistas en
enfermedades humanas como la caries dental y la endocarditis infecciosa
(Twetman, 2012). Su agrupacion ha sido compleja y habitualmente se han
clasificado de acuerdo a 3 propiedades generales: propiedades serolégicas en
base a antigenos de carbohidratos de la pared celular (grupo A, B, C, Fy G cuyo
antigeno de clasificacion corresponde a polisacaridos de pared celular y grupo D y
especies de Enterococcus cuyo antigeno de clasificacidbn corresponden a
lipoproteinas de pared celular), propiedades hemoliticas (en base a su capacidad

de hemodlisis en agar sangre) y propiedades bioquimicas (fisiologicas).

Historicamente, el primer intento por diferenciar las bacterias pertenecientes al
género Streptococcus fue hecho en 1903 por Shottmuller (Schleifer, 1986),
mediante la hemolisis en agar sangre diferenciando aquellas especies beta-
hemoliticas (hemdlisis total de los eritrocitos dejando un halo claro) de aquellas
gue no lo eran (alfa-hemoliticas con hemoalisis parcial de los eritrocitos dejando un

halo verde por un producto de la degradacion de la hemoglobina llamado bili-



verdina y no hemoliticas). Posteriormente, Lancefield (1933) clasificé a este
género de acuerdo a la presencia de un antigeno especifico en la pared celular
asociados a las cepas beta-hemoliticas. Para ello, estudi6 106 cepas de
Streptococcus haemolyticus aisladas a partir de una amplia variedad de fuentes:
animales, productos lacteos y también humanos. Se sabia que los Streptococcus
hemoliticos de origen humano contenian un hidrato de carbono, “sustancia C”, que
no era especifico de cada especie y se pensaba que este podia ser idéntico en
todos los Streptococcus hemoliticos. Sin embargo, cuando una variedad mas
amplia de este género se estudié en animales, no se encontré el antigeno C
caracteristico de las cepas humanas. De este modo, las agrupaciones especificas
se hicieron sobre una base seroldgica de acuerdo con los resultados del Test anti-
C precipitina, clasificandolos en los siguientes grupos: A (reaccion positiva de

precipitacion y mayormente en cepas humanas), B, C, Dy E.

Posteriormente, Sherman (1937), propuso un esquema para la clasificacion de los
Streptococcus en cuatro divisiones de acuerdo a reacciones hemoliticas, por los
antigenos de la pared celular y por pruebas fenotipicas como fermentacion. Estas
cuatro divisiones comprenden: divisidbn pyogénica, division viridans, division lactica
y division enterococcus. De ellos, la division pydgenica, incluye las cepas beta-
hemoliticas con antigenos de la pared celular de los grupos (A, B, C, E, F, y G). La
division viridans incluye especies de Streptococcus que no fueron beta-
hemoliticas, que no eran tolerantes a las condiciones de crecimiento de alto pH,
qgue no fueron tolerantes a la sal, y que no crecian a 10°C. Esta clasificacion
permitid6 agrupar a la mayoria de los Streptococcus patdégenos, sin embargo, es
dificil de aplicar ya que algunos antigenos pueden ser compartidos por mas de

una especie.

Los Streptococcus del grupo viridans son cocos Gram positivos, anaerobios
facultativos, asociados en parejas o0 cadenas, catalasa negativos y fermentan la
glucosa con produccion de acido lactico. El término viridans se debe al halo verde
de la hemodlisis que producen en agar sangre, debido a una destruccion
incompleta de los eritrocitos (hemdlisis a), también comprenden aquellos
Streptococcus que no producen hemolisis y a aquellos que, sin ser B-hemoliticos

(exceptuando a S. anginosus), no poseen antigenos de pared de los grupos B o D,



no crecen en caldo con 6,5% de cloruro de sodio y no son solubles en bilis, ni
inhibidos por la optoquina. A pesar de considerarse patdégenos de poca virulencia,
son agentes etioldgicos de diversas patologias entre las cuales se encuentra la
Caries dental (Facklam, 2002).

En las ultimas décadas, con el desarrollo de la biologia molecular (como las
técnicas de hibridacion de ADN y analisis de secuencias del rRNA 16S), se han
conseguido avances en relacion a identificacion y taxonomia. Sin embargo, no se
ha logrado un consenso general sobre la denominacién de las especies que
integran el género Streptococcus.

Coykendall (1989) basandose en la definiciobn genética y su correlacion con las
caracteristicas fenotipicas utiles en las pruebas de laboratorio, clasifico a las
especies de este grupo en 5 subgrupos: mutans, salivarius, sanguis, mitis y

anginosus.

Actualmente, se acepta la clasificacién que divide a las especies pertenecientes a
este grupo en 6 subgrupos: mitis, anginosus, mutans, salivarius bovis y sanguis

(Alarcon, 2011 visitado en pagina web http://www.sochinf.cl).

Diversos estudios han asociado a S. mutans y S. sobrinus como los principales
agentes microbianos involucrados en el inicio y desarrollo de caries temprana de
la infancia (Van Houte, 1994; Seow, 1998; Becker y cols., 2002; Brailsford y cols.,
2005; Corby y cols., 2005; Okada y cols., 2005; Figueroa y cols., 2009). Sin
embargo, otros microorganismos del grupo viridans podrian desempefar roles
importantes (Van Houte, 1994), hasta ahora desconocidos. Un ejemplo de ello es
S. sanguinis, que se ha asociado, en conjunto con bajos recuentos de S. mutans,
a salud oral. Sin embargo, el rol de otras especies en el desarrollo de caries
temprana de la infancia como S. mitis y S. salivarius continta siendo una pregunta

sin respuesta (Seow y cols., 2009).

Es por esta razon, que en este trabajo de investigacion, se intentara determinar la
diversidad y abundancia de especies bacterianas pertenecientes al género

Streptococcus en saliva de nifios pre-escolares chilenos con y sin caries. Ademas



se medira el pH y la capacidad tamponante de la saliva, con el fin de distinguir

posibles asociaciones con prevalencia de Caries.



MARCO TEORICO

Se han descrito como patologias orales mas prevalentes en el mundo, asi
como en nuestro pais: la caries dental, la enfermedad periodontal y las anomalias
dentomaxilares (Ministerio de Salud MINSAL, 2012 visitada en pagina web
http://www.minsal.gob.cl). Pese a los intentos de disminuir la incidencia de las
enfermedades bucales, éstas siguen siendo un importante problema de Salud
Publica debido a su alta prevalencia, impacto en la vida de los individuos, costos
asociados a su tratamiento y secuelas que ellas dejan.

1. Caries
1.1 Definicién de caries.

Antiguamente, se definia a la caries dental como una enfermedad
infecciosa y transmisible, sin embargo, se ha observado que ésta no cumple con
parte importante de los postulados de Koch que han permitido definir a las

enfermedades como infecciosas:

a.- El agente patégeno no siempre estd presente en caso de haber
enfermedad y no siempre esta ausente en las personas sanas (Loesche y
Straffon; 1979).

b.- No siempre es aislado del cuerpo en un cultivo puro a partir de las
lesiones de la enfermedad.

c.- El agente no siempre provoca la enfermedad en un animal susceptible al

ser inoculado (Kleinberg, 2002).

Y por otro lado no seria transmisible, ya que, si bien se transmiten las

bacterias, no necesariamente se desarrolla la enfermedad de caries.

De este modo, en la actualidad, se entiende que la caries dental ocurriria
como resultado de un desequilibrio de la microbiota autéctona oral en respuesta a
cambios en el medio ambiente, entre ellos consumo regular de azlcares
fermentables, alteracion del flujo salival y mala higiene oral. Esto se traduce en

produccion de acidos por parte de estas bacterias con la consecuente disminucion



del pH, lo que seleccionaria bacterias mas aciduricas y acidogénicas, favoreciendo
asi el inicio del proceso de desmineralizacion de los tejidos dentarios, que sumado
al tiempo de exposicién, se traduciria en el comienzo de la enfermedad (Marsh y
cols., 2000; Marsh, 2009).

1.2 Epidemiologia de la caries.

La Organizacion Mundial de la Salud, en su informe sobre salud oral del
afio 2003, define epidemiolégicamente a la caries como una Pandemia,
reportando una prevalencia en nifios de edad escolar de un 60-90% (Petersen,
2003). Pese a que la caries posee una gran distribuciéon en la poblacion, se ha
observado un descenso de su prevalencia a nivel mundial, especialmente en los
paises desarrollados, debido a la implementaciéon de politicas y planes de
promocion y prevencion en salud. Las diferencias se han atribuido principalmente
al consumo de azucar, uso de fllor, acceso a atencion dental y determinantes
sociales de la salud (nivel de pobreza, educacion, ruralidad extrema) (Petersen,
2003; Duque y Mora, 2012).

Se ha observado también que los niveles de dafio por caries son mas altos en

Ameérica y relativamente bajos en Africa (Petersen y cols., 2005).

Entre 1996 y 1999, se describi6 que los adolescentes chilenos de 12 afios
presentaron una prevalencia de caries de un 86% y un indice de dafio por caries
promedio (COPD) de 3,42 piezas dentarias (Urbina y cols., 1996; 1999).

Posteriormente, se evalu6é que la caries dental aumenta su prevalencia con la
edad, alcanzando un 16,8% a los 2 afos, un 49,6% a los 4 afios (Ceballos y cols.,
2007), 70,4% a los 6 afos (Soto y cols., 2007a), 62,5% a los 12 afos, llegando

casi a un 100% en la poblacion adulta (Soto y cols., 2007b).

Soto y cols. (2007b), con el objetivo de continuar la linea de vigilancia
epidemiologica de los estudios realizados entre los afios 1996 y 1999, con
respecto a su estudio realizado en adolescentes chilenos de 12 afios, concluyeron
gue la prevalencia de nifios libres de caries correspondia a un 37,5%, observando
un incremento estadisticamente significativo en el porcentaje de este grupo, en

comparacion a los estudios realizados por Urbina y cols. (1996; 1999).



Comparando la prevalencia de adolescentes chilenos de 12 afios libres de caries,
por sexo, se observo que el sexo masculino presentd una mayor prevalencia de
dientes libres de caries que el sexo femenino y, el indice promedio de COPD
encontrado en este estudio correspondia a 1,9 dientes con historia de caries,
donde el sexo masculino present6 un COPD menor que el femenino con 1,69 y

2,09, respectivamente.

Pese a que Chile ha seguido la tendencia mundial a la disminucion de la
prevalencia de caries y haber alcanzado uno de los objetivos sanitarios 2000-2010
del MINSAL en cuanto a la disminucion del indice COPD, se observan diferencias
significativas en relacion a distribucion geografica y nivel socioeconémico (Soto y
cols., 2007b). Esto indica que pese a los esfuerzos realizados por el sistema de
salud publico y privado, aun es necesario un mayor conocimiento de la
etiopatogenia de esta enfermedad que permita enfocar los recursos en aumentar
la prevencion y la investigacion, mejorar su tratamiento y permitir un mejor acceso
a la atencion a fin de disminuir tanto la prevalencia como las secuelas de la

enfermedad.
2. ICDAS.

Tradicionalmente, la caries se diagnosticaba en la etapa de cavitaciéon o
mas recientemente en la fase de lesion que se extiende en dentina, siendo este el
punto donde la mayoria de los Odontélogos concuerdan en que se requiere una
restauracion como tratamiento. Sin embargo, la enfermedad esta presente mucho
antes, cuando comienza el proceso de desmineralizacion del esmalte, por lo tanto,
la enfermedad puede no ser diagnosticada, registrada y tratada de manera
adecuada en sus etapas iniciales. Estas diferencias en los criterios de diagndstico,
han impedido la comparacién entre los estudios epidemiolégicos o ensayos de
investigacion (Pitts, 2004).

En el afio 2002, un grupo de investigadores, epidemiodlogos y Odontdlogos se
reunieron a revisar e integrar diferentes sistemas de deteccion de caries, creando
un nuevo sistema, el cual es el Sistema Internacional de Deteccion y Evaluacion
de caries (ICDAS) (Ismail y cols., 2007), método visual desarrollado para

proporcionar a médicos, epidemibdlogos e investigadores una herramienta que
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permita la deteccion y el diagnostico de la enfermedad de una manera
estandarizada, basada en la evidencia y que permita su aplicacion en diferentes
entornos y situaciones. Sistema que es modificado en sus criterios, dando origen a
ICDAS Il (ICDAS Foundation, 2012 visitado en pagina web http://www.icdas.org).

ICDAS 1l (International Caries Detection and Assessment System) es un nuevo
sistema internacional de deteccion de caries, consensuado en Baltimore,
Maryland, USA en el afio 2005 con el objetivo de crear un método visual para la
deteccion de caries en sus fases mas tempranas que permitiera detectar su

gravedad y nivel de actividad.

Su nomenclatura comprende 2 digitos (XX), el primer digito corresponde al cédigo
de restauracion que se explica en la Tabla N°1, cuyos valores van del 0 al 8. Para
dientes ausentes se utiliza como primer digito el codigo 9, dividiéndose en
subcddigos del 0 al 9 como se muestra en la Tabla N°2. El segundo digito
corresponde al codigo de caries de esmalte y dentina que va del 0 al 6, el cual se
explica en la Tabla N°3 (ICDAS Foundation, 2012 visitado en pagina web

http://www.icdas.org).

Tabla N°1: Cédigo de restauracion.

No restaurado ni sellado.

{8 Sellante parcial.

Al Sellante completo.

Restauracién color diente.

! Restauracion con amalgama.

N Corona inoxidable.

Corona o carilla en porcelana, metal-porcelana u oro.
¥4 Restauracion perdida o fracturada.

Restauracion temporal (vidrio ionémero o IRM).

EEC
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Tabla N°2: Cddigo de diente ausente.

Implante realizado por pérdida dental por otras causas.

Implante realizado por pérdida dental por caries.

Pontico realizado por pérdida dental por otras causas.

Pontico realizado por pérdida dental por caries.

Superficie de los dientes que no pueden ser examinadas. Superficies excluidas.
Diente ausente extraido por caries.

Diente ausente por otras razones.

© ©o| ©| ©
~ w| N -

No erupcionado.

Tabla N°3: Codigos de caries en esmalte y dentina tanto en denticién

permanente y temporal.

Diente sano al secado con aire durante 5 minutos.

Caries limitada a esmalte como mancha blanca/ marrén en esmalte seco.

N

. Caries en esmalte como mancha blanca/ marrén en esmalte himedo.

Microcavidad en esmalte seco menor a 0,5 mm sin dentina visible.

8 Caries como sombra oscura de dentina vista a través del esmalte humedo con o sin pérdida
superficial del esmalte.

N Caries como exposicion de dentina en cavidad mayor a 0,5 mm hasta la mitad de la superficie
dental en seco.

ﬂ Caries como exposicion de dentina en cavidad mayor a la mitad de la superficie dental.

Este indice posee entre un 70 a 85% de sensibilidad y una especificidad entre 80
a 90% en deteccion de caries, tanto en denticibn permanente como temporal,
variando el rango de acuerdo al grado de entrenamiento y calibracion del
examinador y, con un indice de concordancia Kappa igual o mayor a 0,65
(Jablonski-Momeni y cols., 2008; Diniz y cols., 2009; Shoaib y cols., 2009).

Bader y cols. (2001), sefialaron que existe pobre evidencia sobre validez de

deteccion y diagnostico de caries en denticion temporal. Ismail y cols. (2007),
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observaron que existe una reducida investigacion sobre la reproducibilidad y
validez de criterios ICDAS en superficies oclusales. Ellos analizaron estos
parametros de ICDAS Il en 112 molares temporales extraidos con y sin caries
(tanto en superficies oclusales como proximales), los cuales fueron evaluados por
3 examinadores calibrados. Concluyeron que la validez y reproducibilidad de

criterios ICDAS Il es aceptable al ser aplicado en molares temporales.
3. Biofilm, Placa dental y Microbiota oral.

La cavidad oral es un ecosistema mixto que gracias a sus propiedades de
temperatura y humedad es capaz de permitir el crecimiento de una variedad de
microorganismos (virus, micoplasmas, bacterias, hongos y protozoos), siendo las
bacterias el grupo mas representativo y de las cuales han sido detectadas
alrededor de 700 especies (Socransky y cols., 2000; Paster y cols., 2001; Becker
y cols., 2002; Aas y cols., 2005; Ten Cate, 2006). De ellas, solo la mitad ha
podido ser cultivada, siendo identificada la mitad restante gracias a la biologia
molecular y la secuenciacion de ADN (Corby y cols., 2005; Ten Cate, 2006). Estas
bacterias tienden a conformar biopeliculas o biofilms, siendo la placa dental una
de ellas (Marsh y cols., 2000; 2004), la cual cumple un rol importante en la
mantencion del equilibrio salud-enfermedad en la cavidad oral (Socransky y
Haffajee, 2000; Hedge y cols., 2005).

El Biofilm se define como una comunidad microbiana estructurada, organizada y
compleja, formada por uno o varios tipos de microcolonias, donde los
microorganismos se agrupan y organizan, asociandose a una superficie o sustrato
vivo o inerte, mediante la excrecion de matriz extracelular adhesiva, la cual esta
formada principalmente por exopolisacaridos y poseen una arquitectura abierta de
canales y huecos que permiten el transporte de nutrientes, metabolitos y
productos de desecho. Estas asociaciones permiten que entre ellos se adquieran
funciones, relaciones y dependencias que les permiten adaptarse al medio
ambiente que los rodea y comunicarse por medio del “quérum sensing”. Este
fendbmeno, en el cual la acumulacion de moléculas de sefial permite a una célula
individual percibir el nimero de bacterias (densidad celular) que tiene a su

alrededor, por la deteccion y reaccidon con estos compuestos, es suficiente para



13

que las bacterias inicien la expresion coordinada de genes especificos, lo que
implica un cambio en su comportamiento hacia una fase multicelular. Estos
cambios se traducen en la activacion de genes especificos en respuesta a la sefal
(Hojo y cols., 2009). De esta manera obtienen beneficios como: produccion de
polimeros extracelulares para formar una matriz funcional que les otorga
proteccion fisica contra la fagocitosis, transferencia de genes que les otorgan
mayor resistencia a agentes antimicrobianos y enzimas, sintesis de proteinas
nuevas, coadhesion, heterogeneidad ambiental en cuanto a nutrientes, pH, CO, y
potencial redox, formacion de redes, cadenas alimentarias y obtencién de mayor
virulencia (Marsh y cols., 2000). El Biofilm oral ademas puede desarrollarse sobre

la superficie dentaria o sobre los tejidos blandos (Guillarte y Perrone, 2004).

La formacién del Biofilm oral comprende varias etapas que van desde la formacion
de la pelicula adquirida (PA): delgada membrana biologica que se deposita en
diferentes superficies orales, restauraciones y aparatos protésicos como resultado
de la adsorcién de proteinas y glucoproteinas contenidas en la saliva y el liquido
crevicular, asi como también otras provenientes de productos microbianos vy
celulares; adhesién bacteriana a las proteinas de la PA, coagregacion bacteriana,
formacion de microcolonias intercaladas y finalmente la estructuraciéon vy

maduracion del biofilm (Francia y cols. 2007).

La placa dental se ha definido como la comunidad microbiana que se desarrolla
sobre la superficie dental, embebida en una matriz de polimeros de origen
bacteriano y salival (Marsh y cols., 2000). Es el primer biofilm en ser estudiado
tanto en su composicion microbiana como en su sensibilidad a los agentes
antimicrobianos. Antonie van Leeuwenhoek, en el siglo XVII, fue pionero en el
estudio de biofims mediante la observacion microscépica directa de raspados de
dientes humanos, informando una gran diversidad y cantidad de lo que él llamo
“animaculos”, sugiriendo la posibilidad de que hubiera microorganismos

involucrados en la produccion de caries.

En el siglo XIX, Miller propuso la “teoria quimioparasitaria de la caries”, la cual

define que esta enfermedad ocurre por una desmineralizacion del diente como
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resultado de la produccién de acidos por las enzimas bacterianas que degradan

los hidratos de carbono.

A partir de esta observacién surge la “hipotesis de placa inespecifica” que propone
que la caries seria producto de la interaccion de todas las bacterias orales,
atribuyendo a la placa dental el concepto de comunidad microbiana (Loesche,
1976). Sin embargo, en el siglo XX, esta hipotesis es desplazada por la “hipotesis
de placa especifica” que propone que solo un reducido grupo de especies
bacterianas pertenecientes a la placa dental estarian directamente relacionadas

con el origen de esta enfermedad (Van Houte, 1994).

Actualmente se acepta la “hipotesis ecoldgica de la caries” (Takahashi y Nyvad,
2008; 2011), segun la cual las enfermedades producidas por la placa dental son
consecuencia de un desequilibrio en la microbiota residente. En ella se describe
que el proceso de la caries consistiria de 3 etapas o Fases: Fase dinamica, Fase
acidogénica y Fase acidurica. En la Fase dinamica, la acidez del medio favorece el
equilibrio desmineralizacién-remineralizaciéon o cambia el equilibrio mineral hacia
la ganancia neta de él. El esmalte clinicamente sano contiene principalmente

bacterias del grupo no-mutans Streptococci (no-MS) y Actinomyces.

En la fase acidogénica, al disminuir el pH del medio, aumenta adaptativa y
selectivamente la capacidad acidogénica y acidurica de bacterias no-MS. Esto se
traduce, en el tiempo, en un desequilibrio en la balanza desmineralizacion-
remineralizacion favoreciendo la pérdida de mineral del diente, dando lugar a la
iniciacion y progresion de la caries dental para asi, en la Fase acidurica,
microorganismos como Streptococcus mutans, Lactobacilos, no-MS aciduricas,
Actinomyces, Bifidobacterias y levaduras pueden llegar a ser dominantes,
pudiendo considerarse como biomarcadores de sitios de progresion de caries
particularmente rapidas (Van Ruyven y cols., 2000; Takahashi y Nyvad, 2008;
2011). Es asi como el pH del medio ambiente es el principal determinante de los
cambios que se producen en la microflora durante la caries, considerandose un pH
normal de la saliva de 6 a 7, lo que significa que es ligeramente acida. Para poder
revertir la acidificacion del medio la saliva posee la funcion de amortiguacion y

remocién a través de los siguientes componentes: bicarbonato, fosfato, urea,
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proteinas y enzimas, siendo el bicarbonato el sistema tampdn mas importante.
Ademas, se genera amoniaco y aminas que también sirven como un amortiguador

neutralizando acidos (Humphrey y Willianson, 2001).

Van Ruyven y cols. (2000) describen en su estudio realizado en placa
supragingival de sujetos adultos con y sin caries, que dentro de las poblaciones
cariogénicas predominantes se encuentran bacterias Gram-positivas del grupo
Lactobacilli y mutans Streptococci (MS), y las bacterias pertenecientes al grupo
no-MS. De ellas, las mas relevantes fueron S. mutans y S. sobrinus pertenecientes

al grupo MS.

Recientes estudios, a través de métodos moleculares de identificacion bacteriana,
como PCR, han demostrado que las especies implicadas en el desarrollo de la
caries dental son mas complejas y variadas que sélo la presencia de S. mutans y

Lactobacillus (Figueroa y cols., 2009).

Corby y cols. (2005) analizaron mediante PCR, las especies bacterianas
asociadas con caries dental y con salud dental en un grupo de 204 individuos
gemelos, en edades comprendidas entre 1,5 y 7 afios de edad, disefiando dos
modelos de estudio: Modelo 1: Sujetos con caries de los cuales se obtuvieron
muestras de placa de esmalte sano y de dientes con lesiones de caries en
diferentes grados de severidad. Modelo 2: Sujetos sin caries y muestras de placa
de esmalte sano. Se comparo las especies bacterianas encontradas en muestras

de esmalte sano tanto de individuos con caries como de individuos sin caries.

En ambos modelos se encontraron coincidencias en cuanto a la abundancia de
microorganismos asociados con caries, siendo identificadas bacterias Gram
positivas como: Actinomyces, Lactobacillus y S. mutans (en un 90% en sujetos
con caries), mientras que los sujetos libres de caries presentaron abundancia de
otras bacterias tales como: S. sanguinis, S. parasanguinis, Abiotrophia defectiva,

Gemella haemolysans, S. mitis/oralisy S. cristatus.

Este mismo autor describi6 que S. mutans predomina durante el inicio y
progresion de la caries, mientras que Lactobacillus y Bifidobacterium predominan

en etapas avanzadas, existiendo una transicion entre microorganismos anaerobios
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facultativos gram positivos a bacterias anaerobias estrictas gram positivas y
negativas (Figueroa y cols., 2009). Sin embargo, se desconocen con exactitud los
factores que determinan esta sucesion y las interacciones existentes entre los
microorganismos que coexisten en el biofilm dental, tanto en condiciones de salud
como en presencia de esta enfermedad, lo que es concordante con revisiones

anteriores (Van Houte, 1994).
3.1 Género Streptococcus

Diversos autores han aislado de la cavidad oral distintas especies de
Streptococcus. Su crecimiento aerébico se ve favorecido en presencia de un 5 a
10% de CO,, su temperatura optima de crecimiento es de 36+ 1°C y poseen un

metabolismo fermentativo que da origen a la produccion de acidos.

En la cavidad bucal de sujetos con caries, se han aislado S. mutans, S. sobrinus,
S. salivarius, S. parasanguinis, S. sanguinis (S. sanguis), S. cristatus, S. oralis, S.
mitis, S. constellatus, S. gordonii, S. anginosus y S. oligofermentans (Figueroa y
cols., 2009).

De todas estas especies, S. mutans ha sido la méas estudiada. En cuanto a su
mecanismo de patogenicidad, se ha estudiado su poder aciddégeno, acidoéfilo y
acidurico, su propiedad de sintesis de polisacaridos extracelulares de tipo
glucanos insolubles y solubles en agua y fructanos. Estos facilitan la formacion
del biofilm dental (Figueroa y cols., 2009), asi como la de sintesis de polisacaridos
intracelulares (Gibbons y Socransky, 1962; Napimoga y cols., 2005), su capacidad
adhesiva debido a las proteinas de superficie bacteriana, las cuales posibilitan su
adhesion a superficies duras en ausencia de glucanos, su capacidad agregativa y
coagregativa a traves de mutanos, glucosiltransferasas y proteinas receptoras de
glucanos y, ademas, produccion de bacteriocinas con actividad sobre otros

microorganismos (Napimoga y cols., 2005).

Pese a existir evidencia que sustenta la asociacion de S. mutans con caries inicial
y avanzada, se ha observado que esta enfermedad puede ocurrir en ausencia de
esta bacteria (Loesche y Straffon, 1979), y que individuos con altos recuentos de

ella no necesariamente desarrollan lesiones de caries (Kleinberg, 2002).
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Becker y cols. (2002), mediante PCR compararon bacterias no cultivables y
especies no asociadas anteriormente con caries en sujetos sanos y con la
enfermedad, entre 2 y 8 afios de edad y observaron diferencias significativas en
nueve microorganismos. S. sanguinis fue asociada a sujetos sanos y en orden
decreciente fueron asociados a caries: A. gerencseriae, Bifidobacterium, S.
mutans, Veillonella, S. salivarius, S. constellatus, S. parasanguinis y L. fermentum.
Especies de Actinomyces, en particular A. gerencseriae jugaron un papel
relevante en el inicio de caries, mientras que Bifidobacterium fue el patégeno

reportado mayoritariamente en caries avanzada.

Se han encontrado diferencias en la microbiota presente en molares con lesion de
mancha blanca, destacando la presencia de grandes proporciones de S. oralisy S.
salivarius en molares recién erupcionados y de S. mutans en molares
completamente erupcionados, mientras que la presencia de Actinomyces
naeslundii se relacion6é con molares sanos (Braislford y cols., 2005), quedando en
evidencia que otras especies de Streptococcus pueden estar asociadas al

desarrollo de lesiones de caries iniciales en molares permanentes en erupcion.

Li y cols. (2007), evaluaron la diversidad microbiana presente en la placa dental
de un grupo de niflos de origen hispano entre 2 y 8 afos de edad, con lesiones de
caries severa en edad temprana y un grupo de nifios sin caries. Encontraron
diferencias en el recuento de especies en ambos grupos lo que sugeriria que la
diversidad y complejidad de la microbiota en la placa dental es significativamente
menor en nifios con caries que en nifios libres de caries. Asi, se sugiere que la

microbiota oral asociada a caries dental presentaria menor diversidad de especies.

Por otro lado, Gizani y cols. (2009), analizaron la distribucion de bacterias
cariogénicas en muestras de 5 sitios intraorales (saliva, placa supragingival y
subgingival, dorso de lengua y tejidos blandos), en nifios entre 3 y 12 afios de
edad divididos en 3 grupos segun denticion (temporal, mixta primera fase y mixta
segunda fase). Encontraron que las especies S. mitis, S. oralis, S. salivarius y S.
gordonii, junto con Actinomyces y Lactobacillus estaban presentes en casi todos
los nifios y en todos los habitats. De ellos, S. mutans y Lactobacillus no se

detectaron en muestras supragingivales y subgingivales de sujetos libres de
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caries. S. mutans y S. sobrinus, se detectaron en casi todos los nifios a pesar de

su corta edad, siendo S. sobrinus mas frecuente que S. mutans.

Carlsson y cols. (1970), fueron uno de los primeros en describir S. sanguinis en
cavidad oral, observando que coloniza antes que S. mutans, una vez ocurrida la
erupcion dentaria. Posteriormente, Caufield y cols. (1993), sefalaron que este
tiempo de colonizacion ocurriria alrededor de los 9 meses de edad y que la
colonizacion temprana por S. sanguinis estaba relacionada con un retardo de 6
meses en la colonizacion por S. mutans. Se observo también que los nifios que no
presentaron niveles detectables de S. mutans en saliva, tenian niveles
significativamente altos de S. sanguinis, en comparacién con aquellos nifios en los
cuales se les detectd niveles de S. mutans en saliva. Asi, la colonizacién por S.

mutans coincide con una disminucion de los niveles de S. sanguinis.

Todos estos hallazgos en conjunto sugeririan que la colonizacién de S. sanguinis
podria influir en la sucesiva colonizacion de S. mutans y que podria existir un

cierto antagonismo entre estas especies.
4. La Caries en Chile

En Chile, existen pocos estudios que analicen la problemética de la caries

desde un punto de vista microbiolégico tanto en nifios como en adultos.

Salazar y cols. (2008), reportan que los métodos microbiolégicos y bioquimicos,
disponibles a esa fecha en Chile, no permiten la rapida deteccion e identificacion
de S. mutans y S. sobrinus. En su trabajo de investigacion implementaron la
metodologia de PCR para detectar la presencia de estas bacterias en saliva.
Participaron de su estudio 51 escolares (5 a 17 afos), provenientes de colegios de
la ciudad de Temuco, a los cuales se les realizd6 recuento de Streptococcus del
grupo mutans en saliva por método microbiolégico y, la diferenciacion de especies
por la técnica de PCR. Los resultados mostraron que la sensibilidad de la técnica
de PCR fue diez veces superior a la sensibilidad del método microbiolégico
utilizado, concluyendo que la técnica de PCR es util para la deteccion rapida de S.

mutans y S. sobrinus en saliva.
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Rodriguez (2009), concluy6 que la prevalencia de caries para una muestra de 380
pre-escolares, cuyo promedio de edad es de 4,32 afios, alcanza un 48,95% y que
la proporcion de nifios libres de caries es de 51,05%, siendo los nifios de mayor
edad los que mas presentan caries. Esto concuerda con el estudio del MINSAL del
afio 2009 (Soto y cols., 2009), donde se analiz6 la prevalencia de caries en nifios
pre-escolares cuyas edades comprendian entre 2 y 4 afios, en la regién

metropolitana.

Linossier y cols. (2011), utilizando un método semi-cuantitativo para cuantificar
bacterias, evaluaron la colonizacion por S. mutans en muestras de saliva
obtenidas a partir de 14.649 pacientes de 5 a 40 afios de edad de la Regién
Metropolitana. Concluyeron que el recuento de S. mutans relacionados con la
edad fue significativo y que el método semi-cuantitativo es Gtil para determinar la

colonizacion por Streptococcus mutans.

De esta manera, los estudios realizados en Chile se han enfocado principalmente
en evaluar la prevalencia de caries (Gamonal, 1996, Urbina y cols., 1996, 1997,
1999; Ceballos y cols.,, 2007; Rodriguez, 2009), y en aislar, identificar y
genotipificar S. mutans (Maturana, 2002), dejando de lado la posible asociacién y
correlacion de caries con otras especies del género como S. sanguinis, S.

sobrinus, S. salivarius, entre otros; ademas del grupo Lactobacilli y levaduras.

El presente trabajo de investigacion intentar4 determinar la diversidad y
abundancia de especies de bacterias pertenecientes al género Streptococcus en
saliva de nifios pre-escolares chilenos con y sin caries, a través del aislamiento e
identificacion de las cepas obtenidas mediante test bioquimicos y técnicas
moleculares utilizando PCR y secuenciacion. Se medira también el pH vy la
capacidad tamponante de la saliva, con el fin de establecer posibles asociaciones

con prevalencia de caries.
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HIPOTESIS

La prevalencia y diversidad de especies bacterianas pertenecientes al
género Streptococcus, junto con parametros quimicos salivales como pH y
capacidad tamponante, difieren en saliva de niflos pre-escolares chilenos con y

sin caries.
OBJETIVO GENERAL

Establecer diferencias en la prevalencia y diversidad de bacterias
pertenecientes al género Streptococcus, junto con parametros quimicos
salivales como pH y capacidad tamponante, en saliva de nifios pre-escolares

chilenos con y sin caries.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar prevalencia y diversidad de bacterias pertenecientes al
género Streptococcus, junto con pH y capacidad tamponante, en saliva de nifios

pre-escolares chilenos sin caries.

2.- Determinar prevalencia y diversidad de bacterias pertenecientes al
género Streptococcus, junto con pH y capacidad tamponante, en saliva de nifios

pre-escolares chilenos con caries.

3.- Comparar prevalencia y diversidad de bacterias pertenecientes al
género Streptococcus, junto con pH y capacidad tamponante, en saliva de nifios

pre-escolares chilenos con y sin caries.

4.- Determinar posibles asociaciones entre pH y capacidad tamponante

con prevalencia de caries.
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METODOLOGIA

1.- Obtencién de las muestras.

Se colectaron muestras de saliva total no estimulada provenientes de la
cavidad oral de nifios pre-escolares chilenos, entre 2 y 5 afios de edad, que
presentan caries (10 individuos) o libres de caries (10 individuos). Estos nifios
fueron reclutados visitando el jardin infantil “Virgen de las Maravillas” ubicado en la
comuna de Renca y el jardin infantil y sala cuna del Hospital Clinico Universidad
de Chile (previo acuerdo con la Directora correspondiente de cada jardin). En el
proceso de toma de muestras y examen intra-oral de los nifios colaboré
desinteresadamente el Dr. Gonzalo Rodriguez, Odontélogo calibrado en la
medicion del indice de caries ICDAS Il, quien pertenece al Departamento de
Odontologia Restauradora de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile. Previamente, cada padre o tutor firmo6 voluntariamente un consentimiento
informado, el cual esta aprobado tanto por el Comité de Etica de la Facultad de

Odontologia como por el Comité asesor de Bioética de FONDECYT (Anexo N°1).

Criterios de inclusién: nifios con caries y libres de caries entre 2 y 5 afios de

edad. Firma del consentimiento informado por parte del padre o tutor del nifio.

Criterios de exclusién: niflos que hayan consumido antibiéticos y/o antifiingicos
los dltimos 6 meses previos a la toma de muestra; padezcan diabetes tipo I; sufran
de alguna enfermedad que afecte la secrecion salival; dafio cognitivo severo; falta
de colaboracion durante el procedimiento o que no hayan firmado sus padres o

tutores el documento de consentimiento informado.

Muestras de saliva: 2 ml de saliva total no estimulada proveniente de la cavidad
oral de cada individuo fue colectada en frascos estériles mediante expectoracion o
directamente con pipeta Pasteur plastica blanda. Los frascos con saliva se
mantuvieron a 4°C para su transporte al laboratorio de Bioquimica y Biologia Oral
de la Facultad de Odontologia para su procesamiento y analisis. La mitad del
volumen de saliva se utilizo en los analisis quimicos y el volumen restante en el

estudio microbioldgico.
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2.- Determinacion de pH y capacidad tamponante de la saliva.

Cada muestra de saliva fue homogeneizada para la medicion de ambos
parametros mencionados. Para determinar la capacidad tamponante de la saliva
total, se utilizd el método de Ericsson (Ericsson, 1959), que consiste en tomar 500
ul de saliva y afadir 1,5 ml de acido clorhidrico (HCI) 0,005 M. Luego, a esta
solucién se le agregan 20 ul de alcohol isoamilico para evitar la formacién de
espuma. Se agita durante 20 min para remover el CO,. Finalmente, se mide el pH
final. La capacidad tamponante alta se define por un pH mayor a 6,5; capacidad
tamponante normal con un pH entre 5,75 y 6,50; capacidad tamponante baja con
un pH entre 4,0 y 5,74 y capacidad tamponante muy baja con un pH menor a 4,0.
Tanto la capacidad tamponante como el pH de la saliva total se determin6 en un
pH-metro (Ezdo modelo PL-600, LabTec).

3.- Aislamiento e identificacién de microorganismos a partir de muestras de

saliva.
3.1.- Aislamiento de bacterias.

1 ml de saliva total fue homogeneizada y diluida en tampén PBS: buffer
salino fosfato (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,4, 2 mM KH,PO,, pH
7,4). Para la obtencion de bacterias del género Streptococcus, 100 ul de las
diluciones 1/100 y 1/1000 se sembraron, por duplicado, en agar mitis salivarius
para realizar el recuento de Streptococcus totales. Las placas fueron incubadas
durante 48h a 37°C y a una atmosfera de 5% CO,. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacion, las colonias presentes en las distintas placas fueron
fenotipicamente identificadas, cuantificadas y expresadas como unidades
formadoras de colonias por ml (UFC/ml). Posteriormente, se cultivaron al azar
distintos fenotipos de colonias obtenidas de cada placa en 5 ml de medio BHI
(infusion cerebro corazén), se incubaron a 37°C durante 48h en jarras de
anaerobiosis. Al término de la incubacion se tomé una alicuota del cultivo para
almacenar el aislado bacteriano en criotubos con glicerol al 20% y almacenarlo a -

80°C hasta su posterior analisis.
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3.2.- Identificaciéon de los aislados.

Se utilizaron como controles las cepas S. mutans ATCC 25175 y S. sanguinis SK
36 ATCC BAA-1455.

Previo a realizar la identificacion bacteriana, se realizaron curvas de crecimiento
para las cepas controles antes mencionadas. Para ello se inocularon matraces
(por duplicado), que contenian 30 ml de medio BHI, con 100 ul de un cultivo en
fase exponencial tardia de la bacteria correspondiente. Este ultimo a su vez fue
inoculado con una colonia fresca aislada de la bacteria en estudio. Los cultivos se
incubaron y permanecieron en jarras anaerébicas a 37°C. Cada cierto periodo de
tiempo se tomaron alicuotas de cultivo para medir densidad éptica a una longitud
de onda de 600 nm y, obtener de este modo, las curvas de crecimiento para cada
bacteria para asi determinar sus fases exponenciales y estacionarias de cultivo, a
fin de tener un pardmetro para saber en forma aproximada el tiempo de incubacion
de los aislados clinicos, que permitiera obtener células en cantidad suficiente que
asegurara una cantidad adecuada de ADN que pudiera servir como templado para

las reacciones posteriores de PCR.

Las bacterias controles se cultivaron en medio BHI hasta fase exponencial media-
tardia, previamente determinado en las curvas de crecimiento. Para la obtencion
de ADN gendmico bacteriano, se utilizd QlAamp DNA Mini kit (QIAGEN) y las

muestras se procesaron segun las instrucciones del proveedor.

Una vez realizado los procedimientos anteriores, se procedié a la identificacién de
los aislados obtenidos de cada una de las muestras. La identificacion de bacterias
pertenecientes al género Streptococcus se realizdé en base a 3 métodos: a) Test

bioquimico, b) PCR y c¢) Secuenciacion.

3.2.a.- Test bioquimico: En primera instancia, para identificacion de bacterias
pertenecientes al género Streptococcus, se utilizé el sistema bioquimico estandar
APl 20 STREP strips (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Las muestras se

procesaron segun las instrucciones del proveedor.
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3.2.b.- Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR): En segunda instancia, se
realizaron reacciones de PCR para la identificacion molecular de especies. Se
utilizaron partidores especificos para identificar S. mutans y S. sanguinis, los
cuales fueron disefiados a partir de genes especificos descritos para ellas (Tabla
N°4). La mezcla de reaccién de PCR (para identificar S. mutans), en un volumen
final de 25 pl, incluyd: 2 U de Taq polimerasa (BIOLASE), entre 10 y 100 ng de
ADN molde, 1 pl de MgCl, 50 mM, 1 pl de cada uno de los partidores a una
concentracion de 25 pM, 0,5 yl dNTP’s 10 mM, 2,5 pl de tampon de PCR 10X pH
8,4 (Tris-HCI 200 mM y KCI 500 mM) y agua estéril. La amplificacion del ADN
correspondiente se realizd en un termociclador DNA Thermal Cycler 2720 (Applied
Biosystems), utilizandose el siguiente programa: desnaturacion inicial a 95°C por 3
min, 35 ciclos de desnaturacion a 94°C por 30 s, alineacion de los partidores a
55°C por 30 s y elongacion a 72°C por 3 min. Finalmente, las reacciones se
dejaron para una extension final a 72°C por 10 min y luego se mantuvieron a 4°C
hasta su analisis. ElI programa de amplificacion para S. sanguinis presentaba
algunas modificaciones, el cual consistido en: desnaturacién inicial a 98°C por 3
min, 30 ciclos de desnaturacién a 98°C por 10 s, alineacion de los partidores a
70°C por 1 min y elongacién a 70°C por 1 min. Las reacciones se dejaron para una
extension final a 72°C por 10 min y luego se mantuvieron a 4°C hasta su analisis.

Para obtencion de ADN bacteriano templado, cada aislado (mantenido a -80°C) se
refresc6 en medio BHI liquido o con agar. Posteriormente, se tomd una colonia
aislada o 125 pl de cultivo para inocular un tubo coénico que contenia 5 ml de
medio BHI liquido y se incub6 a 37°C durante un tiempo determinado previamente
(de acuerdo a tiempo de curva de crecimiento de las bacterias controles en que se
alcanza fase exponencial tardia). Al cabo de este tiempo, se prepararon papeles
filtros (3MM Whatman) para cada aislado, en donde se depositaron 250 pl del
cultivo. Se incubaron a 30°C para permitir el secado de los filtros. Luego se
cortaron 4 discos desde cada papel fitro, los cuales se depositaron en un tubo de
PCR. Previo a la amplificacion, los discos se lavaron por el método de NaOH
(Lefimil y cols. 2013), el cual consiste en lavar los discos con 200 pl de NaOH 20
mM durante 30 min a temperatura ambiente, se retira este volumen y se agregan
200 pl de Tris-EDTA pH 8 (TE: Tris HCI 20mM pH 8, EDTA 0,1mM), se incuban
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durante 5 min a temperatura ambiente y se retira el volumen. Finalmente, los
discos se incubaron a 30°C para su secado. De esta manera, los discos se utilizan

como templado para la reaccion de PCR.

Tabla N°4: Genes y partidores utilizados en este trabajo.

I O W

5 htrA - 3" ISR tcgcgaaaaagataaacaaaca Chen vy cols,,
(S. mutans) 2007
5 htrA - 3" ISR SmR gccccttcacagttggttag Chen y cols.,
(S. mutans) 2007
gtfP GtfPF ggatagtggctcagggcagccagtt  Hoshino y cols.,
(S. sanguinis) 2004
gtfP GtfPR gaacagttgctggacttgcttgtc Hoshino y cols.,
(S. sanguinis) 2004
16S rRNA fD1 agagtttgatcctggctcag Weisburg y
(E. coli) cols., 1991
16S rRNA rP2 acggctaccttgttacgactt Weisburg y
(E. coli) cols., 1991

" Entre paréntesis esta la especie de bacteria a la cual pertenece el gen mencionado.

El ADN gendmico y los productos de PCR, se separaron mediante electroforesis
en geles de agarosa. Para su visualizacion, los geles se tifieron con bromuro de
etidio a una concentracién final de 0,5 pug/ml. Los geles se prepararon en
amortiguador TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM pH 8,0) con una
concentracion de agarosa entre 0,7 y 2,5 % segun el tamafio del DNA. Como
estandares de peso molecular se utilizaron DNA del fago AMHindlll (Fermentas) y
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas). EI DNA se visualizé con luz
U.V. en un transiluminador. Las fotos obtenidas se obtuvieron con el sistema de

captura de imagen Gel Logic 112 Carestream.

3.2.c.- Secuenciacion y analisis bioinformatico: Las reacciones de
secuenciacion se realizaron en aquellos casos donde no se obtuvo resultados
concluyentes de un aislado de bacteria luego de los 2 métodos mencionados
anteriormente. Para la obtencién de los amplificados se realizaron reacciones de
PCR con los partidores universales para identificacion de bacterias: fD1 y rP2

(Tabla N°4), los cuales amplifican una zona conservada del gen 16S rRNA
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bacteriano (Weisburg y cols., 1991). Las condiciones en el termociclador fueron
las mismas utilizadas para identificar S. mutans y utilizando como ADN templado 4
discos extraidos de los papeles filtros Whatman, anteriormente descritos.
Posteriormente, los productos de las reacciones de PCR se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 1,5% en tampdén TAE 1X. En los casos que
se observara ADN degradado o un amplificado adicional (inespecifico), se
recuperaron las bandas que contenian los amplificados esperados de cada
aislado, desde los geles de agarosa y, se recortaron con bisturi. Los bloques de
agarosa conteniendo el ADN se depositaron en tubos Eppendorf. Todos los
amplificados, ya sea aquellos presentes en la mezcla de PCR (con un solo
amplificado y esperado), mas los presentes en blogues de agarosa, se enviaron a
la empresa Macrogen, Inc. Korea, en donde purificaron las reacciones y los
bloques de agarosa previo a la secuenciacion.

El analisis bioinformético de las secuencias obtenidas, se realiz6 utilizando
el programa on Iline BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool)

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) del NCBI (National Center for Biotechnology

Information).

4.- Analisis Estadistico: Para determinar si los valores presentaron o0 no
distribucion normal, se aplico el test de Shapiro-Wilk. Si los valores presentaban
distribucion normal, se expres6 en promedio y desviacidbn estandar; para
determinar diferencias entre ambos grupos se aplicd el Test de Student para
muestras independientes. Si los valores no presentan distribucion normal, se
determiné las diferencias entre ambos grupos aplicando el Test no paramétrico
Mann-Whitney para 2 muestras independientes. Para analizar asociaciones entre
las variables pH y capacidad tamponante con prevalencia de caries, se utilizé el
Test de regresion logistica. Todos los tests estadisticos se realizaron con el
programa Stata v 11.0 y el nivel de significacion estadistico se fij6 en un valor de p
<0,05.
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RESULTADOS
|.- Resultados Generales

De un total de 20 muestras (10 sujetos sin caries y 10 sujetos con caries),
de las cuales se obtuvieron 3 aislados por muestras con un total de 30 aislados
para sujetos sin caries y 30 aislados para sujetos con caries, se obtuvieron los

siguientes resultados.
Distribucion por sexo y edad de los grupos en estudio:

Distribuidos por edad, el promedio de los pacientes sin caries fue de 3 afos + 0,21
y el de los pacientes con caries fue de 3,5 afios + 0,16. Las frecuencias de cada

edad se muestran en la tabla N°5.

Tabla N°5: Frecuencia de edad de las muestras obtenidas en ambos grupos

de estudio.

Muestras sin caries | Numero de pacientes Frecuencia (%)

2 anos

3 afos

4 anos

5 afos

2 afnos

3 anos

4 anos

5 afios

Muestras con caries ‘

Al asociar ambas variables con prevalencia de caries mediante Test de regresion
logistica el resultado fue no significativo (p= 0,095).

Distribuidos por sexo, en los pacientes sin caries, el sexo femenino correspondié a
un 60% Yy el sexo masculino a un 40% vy, de los pacientes con caries, un 40%

correspondio a sexo femenino y un 60% a sexo masculino.
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Determinacion del indice de caries mediante ICDAS II.

La determinacion de la presencia o ausencia de caries en ambos grupos de
estudio se realiz6 mediante el indice ceo-d modificado. Esto significa que para las
lesiones de caries (c) se utilizd el segundo digito del cdédigo ICDAS I

correspondiente a codigos de caries en esmalte y dentina.

El cédigo ICDAS Il para una de las muestras no pudo ser obtenido, por lo que la
frecuencia de cada uno de los codigos se calculo en base a 9 muestras en vez de
10.

Los pacientes del grupo sin caries presentaron un 100% de indice ICDAS Il = 0

(Completamente sano oralmente) (Tabla N°3).

Los pacientes del grupo con caries presentaron un indice ICDAS Il entre 3y 6
para el codigo correspondiente a caries en esmalte y dentina. La frecuencia de

cada uno de los cddigos se observa en la Tabla N° 6.

Tabla N°6: Frecuencia de pacientes con caries distribuidos segun cédigo de

caries en esmalte y dentina de ICDAS II.

Cdédigo ICDAS Il de caries en esmalte y dentina NUumero de Frecuencia
pacientes (%)

Cédigo 1: Caries limitada a esmalte como mancha blanca/ 0 0

marrén en esmalte seco.

Cédigo 2: Caries en esmalte como mancha blanca/ marrén en 1 11,1
esmalte humedo.

Cédigo 3: Microcavidad en esmalte seco menor a 0,5 mm sin 2 22,2

dentina visible.

Cadigo 4: Caries como sombra oscura de dentina vista a través 0 0

del esmalte himedo con o sin pérdida superficial del esmalte.

Cadigo 5: Caries como exposicion de dentina en cavidad mayor 3 33,3

a 0,5 mm hasta la mitad de la superficie dental en seco.

Cédigo 6: Caries como exposicion de dentina en cavidad mayor 3 33,3

a la mitad de la superficie dental.
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Recuento bacteriano del género Streptococcus:

Una vez sembradas e incubadas las muestras de saliva de ambos grupos de
estudio, se realizo el recuento bacteriano del género Streptococcus y se expreso
en UFC/ml.

La determinacion del promedio para el recuento de Streptococcus totales

encontrado en muestras sin caries fue de 7,1 x 10° + 2,1 x 10° UFC/m.

La determinacion del promedio para el recuento de Streptococcus totales

encontrado en muestras con caries fue de 8,5 x 10° + 1,4 x 10°> UFC/m.

Los datos obtenidos para este parametro en ambos grupos de estudio no
presentaron distribucion normal al realizar el Test de Shapiro Wilk. Por lo tanto, se
utilizé la estadistica no paramétrica Test de Mann-Whitney para muestras
independientes. Finalmente, la determinacion de este parametro microbiolégico de

la saliva resulto ser no significativo (p= 0,28).
Curvas de crecimiento para S. mutans y S. sanguinis:

Se realizé curva de crecimiento para las especies S. mutans y S. sanguinis con el
fin de evaluar cuanto tarda cada especie en alcanzar fase exponencial tardia. Con
este dato se cultivaron (el tiempo necesario), los aislados obtenidos para la
identificacion microbiol6gica por los métodos previamente descritos en el item

metodologia (Figuras N°1 y N°2).
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Figura N°1: Curva de crecimiento de S. mutans.
m: puntos medidos en el tiempo con error estandar.
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Figura N°2: Curva de crecimiento de S. sanguinis.
A : puntos medidos en el tiempo con error estandar.
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Identificacion de los aislados

En relacion a identificacion bacteriana del género Streptococcus, esta se realizé
mediante Test bioquimico (Figura N°3), PCR (Figura N°4) y secuenciacion (Figura

N°5) como se describi6 en la metodologia.

Figura N°3: Ejemplo de Kit de identificacion APl 20 STREP strips

(BioMérieux, Marcy I'Etoile, France).
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Figura N°4: Ejemplo de electroforesis de ADN. PCR para identificacién
bacteriana con los partidores SmF y SmR para amplificar S. mutans. La muestra
M36-4 (flecha roja) amplific6 para S. mutans. Carrii M: marcador de tamafio
molecular Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas). Carriles 1-8:
muestras experimentales. Carril 9: control positivo ADN gendémico de S. mutans.

Carril 10: control negativo.
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Figura N°5: Ejemplo de electroforesis de ADN. PCR para identificacion
bacteriana con los los partidores universales fD1 y rP2 para amplificar 16S rRNA
bacteriano. Carril M: marcador de tamafio molecular Gene Ruler 100 bp Plus DNA
Ladder (Fermentas). Carril 1-11: muestras experimentales. Carril 12: control

positivo: ADN gendémico de S. mutans. Carril 13: control negativo.
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Il.- Resultados por Objetivo Especifico

Los resultados obtenidos para cada objetivo especifico de este trabajo de

investigacion se presentan a continuacion:

Objetivo N°1: .- Determinar prevalencia y diversidad de bacterias
pertenecientes al género Streptococcus, junto con pH y capacidad

tamponante, en saliva de nifios pre-escolares chilenos sin caries.

Con respecto a la determinaciébn de prevalencia y diversidad de bacterias
pertenecientes al género Streptococcus en el grupo sin caries, se obtuvieron los

resultados que se exponen en la Figura N° 6.

HES. salivarius  40%

M S. mutans 20%

HS. thermophilus 13,3%
HEN.D. 10%

HES. vestibularis 3.3%

HS. sanguinis 3,3%

H Staphylococcus capitis subsp.

urealyticus 3,3%
B Bacillus subtilis subsp. subtilis

3,3%
M Enterobacter hormoechei 3,3%

Figura N°6: Frecuencia de especies bacterianas obtenidas de los aislados de
sujetos sin caries. N. D.= no determinado.



34

Con respecto a la determinacién de pH y capacidad tamponante, los resultados
obtenidos fueron: el promedio de pH para las muestras sin caries fue de 7,9 + 0,2.
Los datos obtenidos de pH presentaron distribucién normal al realizar el Test de
Shapiro Wilk.

La determinacion del promedio para la capacidad tamponante fue de 3,9 + 0,3.
Los datos obtenidos presentaron distribucién normal al realizar el Test de Shapiro
Wilk.

La frecuencia para capacidad tamponante, clasificando cada muestra de acuerdo
a lo descrito en la metodologia, se observa en la Tabla N° 7.

Tabla N°7: Frecuencia de capacidad tamponante en pacientes sin caries.

Capacidad tamponante de pacientes sin caries Numero de pacientes | Frecuencia (%)

Alta (pH > 6,5)

Normal (pH 5,75 — 6,50)
Baja (pH 4,0 — 5,74)
Muy baja (pH < 4,0)

Objetivo N°2: Determinar prevalencia y diversidad de bacterias
pertenecientes al género Streptococcus, junto con pH y capacidad

tamponante, en saliva de nifios pre-escolares chilenos con caries.

Con respecto a la determinacion de prevalencia y diversidad de bacterias
pertenecientes al género Streptococcus, se obtuvieron, para sujetos con caries,
los resultados que se exponen en la figura N° 7.
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M S. salivarius  73,3%

M Bacillus subtilis subsp. subtilis 16,7%
M S. anginosus 3,3%

M S. mitis 3,3%

EN.D. 3,3%

Figura N°7: Frecuencia de especies bacterianas obtenidas de los aislados de

sujetos con Caries. N.D.= no determinado.

En relacion a la determinacién de pH y capacidad tamponante, el promedio de pH
para este grupo fue de 7,5 + 0,2. Los datos obtenidos de pH presentaron

distribucion normal al realizar el Test de Shapiro Wilk.

El promedio de la capacidad tamponante para estas muestras fue de 4,0 + 0,3.
Los datos obtenidos para capacidad tamponante presentaron distribucion normal
al realizar el Test de Shapiro wilk.

La frecuencia para capacidad tamponante, clasificando cada muestra de acuerdo
a lo descrito en la metodologia, se grafica en la Tabla N° 8.

Tabla N°8: Frecuencia de capacidad tamponante en sujetos con caries.

0
Baja (pH 4,0 4 5 50
5 50
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Objetivo N°3: Comparar prevalencia y diversidad de bacterias pertenecientes
al género Streptococcus, junto con pH y capacidad tamponante, en saliva de

nifios pre-escolares chilenos con y sin caries.

Al comparar ambos grupos de estudio, se pudo observar diferencias en relacion a
diversidad y prevalencia de especies pertenecientes al género Streptococcus,

presentando el grupo sin caries, una mayor diversidad de especies.

De los aislados obtenidos de sujetos sin caries, las especies mas prevalentes
fueron S. salivarius (40%), S. mutans (20%) y S. thermophilus (13,3%) y las
especies aisladas en baja proporcion correspondieron a S. vestibularis y S.
sanguinis (3,3% cada una). De los aislados obtenidos de sujetos con caries, la
especie mas prevalente correspondié a S. salivarius (73,3%) y las especies
encontradas en menor proporcion correspondieron a S. anginosus y S. mitis (3,3%
cada una). Siendo S. salivarius la especie mas prevalente en este trabajo de

investigacion.

Con respecto a las variables pH y capacidad tamponante, al comparar cada
variable entre ambos grupos de estudio (con y sin caries) mediante Test de Mann-
Whitney, se obtuvieron resultados no significativos (p= 0,14 y p= 0,67,

respectivamente).

Objetivo 4: Determinar posibles asociaciones entre pH y capacidad
tamponante con prevalencia de caries en nifios pre-escolares chilenos cony

sin caries.
Asociacion entre prevalencia de caries y pH:

Para analizar la relacion existente entre estas 2 variables se utilizé el Test de

regresion logistica cuyo resultado fue no significativo (p= 0,19).
Asociacion entre prevalencia de Caries y capacidad tamponante:

Para analizar la relaciéon existente entre estas 2 variables se utilizé el Test de

regresion logistica cuyo resultado fue no significativo (p= 0,7).
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DISCUSION

La gran mayoria de los estudios sobre la etiologia microbiana de la caries
dental se han llevado a cabo mediante cultivos bacterianos. Métodos moleculares,
como PCR y secuenciacion de ADN, han permitido la identificacion vy

cuantificacion mas precisa de bacterias pertenecientes a la microbiota oral.

Estas bacterias pueden escapar a la deteccion ya sea porque no crecen en los
medios de cultivo utilizados tradicionalmente o debido a que no se distinguen de
las especies similares por caracteristicas observables y fenotipicas (Becker y
cols., 2002).

Aproximadamente, 260 especies de bacterias orales se han cultivado de los seres
humanos y la diversidad real se ha estimado aproximadamente en 700 especies
(Socransky y cols., 2000; Paster y cols., 2001; Becker y cols., 2002; Aasy cols.,
2005; Ten Cate, 2006).

Se define a la caries como una enfermedad polimicrobiana (Milnes y Bowden,
1985; Marchant y cols., 2001), mediada por la accion conjunta de factores
ambientales, conductuales y genéticos (Corby y cols., 2005). En relacién a los
factores microbianos, la presencia de bacterias es fundamental para el inicio y
progresion de las lesiones (Beighton, 2005), siendo esencial que las especies
bacterianas involucradas tengan la habilidad de producir acido (acidogénicas) y
tolerar un medio de pH bajo (aciddricas). Debe considerarse también la virulencia
particular de aquellas especies capaces de producir polimeros de sacarosa y otras
especies que aprovechan esta matriz de polimeros para su adherencia y

colonizacion.

Crielaard y cols. (2011), estudiaron la composicion microbiana oral de 74 nifios y
adolescentes entre 3 y 18 afios de edad, divididos de acuerdo a su estado de
denticion (temporal, mixta temprana, mixta tardia y permanente), evaluando los
perfiles microbianos en saliva para su estado de salud oral mediante
pirosecuenciacion de las regiones hipervariables V5-V6 del rRNA 16S, asi como
mediante el uso de microarrays filogenéticos. Observaron que 4 filos: Firmicutes,

Proteobacterias, Bacteroidetes y Actinobacterias predominaban en todos los
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grupos y que la denticion temporal albergaba una mayor proporcion de
Proteobacterias (Gammaproteobacteria, Moraxellaceae) que Bacteroidetes, lo que
reflejaria una maduracion de la microbiota impulsada por los cambios bioldgicos y
ambientales, con un aumento de la familia Bacteroidetes a medida que aumenta la
edad.

Entre las bacterias asociadas con el inicio, progresion o avance de la lesion de
caries se han descrito bacterias del género Streptococcus (Figueroa y cols., 2009).
Aproximadamente el 20% de las bacterias orales corresponde a este género
(Kreth y cols., 2008), siendo S. mutans la especie mas estudiada.

Pese a existir evidencia que sustenta la asociacion de S. mutans con caries inicial
y avanzada, se ha observado que esta enfermedad puede ocurrir en ausencia de
esta bacteria (Loesche y Straffon, 1979), que individuos con altos recuentos de
ella no necesariamente desarrollan lesiones de caries (Kleinberg, 2002), y que las
especies implicadas en el desarrollo de caries dental son mas complejas y
variadas que solo la presencia de S. mutans y Lactobacillus (Figueroa y cols.,
2009).

Es por esta razdén que el propésito de este trabajo de investigacion intenta
determinar la diversidad y abundancia de especies de bacterias pertenecientes al
género Streptococcus en saliva de nifios pre-escolares chilenos que presentan o
no caries dental y evaluar posibles correlaciones entre pH y capacidad

tamponante con presencia de caries.

En relacion a la distribucion por edad, se obtuvo como resultado un promedio de
edad mayor para pacientes con caries (3,5 afios) en relacién a pacientes sin caries
(3 afnos). Esto concuerda con estudios realizados en Chile que indican que el
grado de infeccion y la prevalencia de caries son superiores en nifios a medida
gue aumenta la edad (Ceballos y cols., 2007; Soto y cols., 2007a; 2009). Sin
embargo, la asociacion entre estas variables con prevalencia de caries, analizadas
mediante Test de regresion logistica, dio un resultado no significativo. Esto puede
deberse al pequefio tamafio muestral utilizado y el rango etario analizado (2 a 5
afos). Seria interesante abordar en estudios futuros, pacientes que se encuentren

en etapas tempranas de su denticion temporal, como también pacientes que estén
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en proceso de erupcion del primer molar permanente (alrededor de los 6 afios de
edad). Braislford y cols. (2005), notaron asociaciones significativas entre lesiones
iniciales de mancha blanca en primeros molares permanentes recién erupcionados

y el incremento del recuento de S. oralis, S. mutans y S. salivarius.

Las especies bacterianas comienzan a colonizar la cavidad oral inmediatamente
desde el momento del nacimiento. Con la erupciéon de las piezas dentarias
temporales, el numero y la complejidad de la microbiota aumenta (Law y cols.,
2007).

Esta adquisicion de bacterias durante los primeros afios se obtiene principalmente
por transmision desde la madre (Kéndnen, 2000; Tanner y cols., 2002). Factores
externos como el medio ambiente durante el parto, la microbiota oral de la madre,
transmision persona a persona, el tipo de alimentacion infantil y las condiciones de
higiene oral, junto con factores internos, como la etapa de desarrollo de la via
digestiva (Penders y cols., 2006), influyen en el establecimiento de la microbiota

de la cavidad oral.

En el recién nacido, la colonizacién bacteriana oral comienza con Streptococcus
del grupo viridans (Pearce y cols., 1995; Kondnen, 2000), mientras que la
colonizacion significativa de anaerobios no se detecta en los nifios antes de los 2
meses de edad (Kononen, 2000).

Por otro lado, con respecto a la determinacion de la presencia de caries mediante
el codigo ICDAS II, resultd, para el grupo con caries, una mayor frecuencia de
lesiones correspondientes a los coédigos 5 y 6. Se ha observado que la caries
temprana de la infancia comienza poco después de la erupcion dental y que su
progresion es rapida debido a las condiciones propias del diente temporal, entre
las cuales se puede mencionar un menor grosor de esmalte y dentina y camaras
pulpares mas amplias. Tiene un impacto negativo y duradero en la denticion ya
que los bebés y nifios que la padecen, tienen una mayor probabilidad de
desarrollar caries posteriores, tanto en la denticion temporal como en la

permanente (Kawashita y cols., 2011).
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Los resultados estadisticos para los parametros quimicos salivales como pH,
capacidad tamponante resultaron ser no significativos. Esto difiere a lo esperado,
donde en sujetos sin caries, tanto el pH como la capacidad tamponante deberian

Ser mayores.

La saliva mantiene condiciones de temperatura (35 - 36 °C) y humedad a un pH
alrededor de la neutralidad entre 6,75y 7,25, el cual es 6ptimo para el crecimiento
de muchos microorganismos (Marsh, 2003). Ademés, cumple un papel importante
en la amortiguacién del pH propio y de la placa, siendo el sistema bicarbonato-
acido carbonico el sistema tampon mas importante de la saliva (Kaur y cols.,
2012). La saliva es una solucion sobresaturada en calcio y fosfato que contiene
flaor, proteinas, enzimas, agentes tamponantes, inmunoglobulinas vy
glicoproteinas. Todos estos componentes ayudan a que la saliva sea capaz de
prevenir la caries dental, ya sea por lavado mecanico o por su funcién
antimicrobiana, porque favorece la remineralizacién y, ademas, porque regula el
pH oral debido a su capacidad tamponante (Nufiez y Garcia, 2010; Kaur y cols.,
2012).

Por otro lado, la saliva es esencial en el balance &acido-base de la placa. Las
bacterias acidogénicas presentes en la placa metabolizan los hidratos de carbono
fermentandolos, obteniendo de esta manera acidos como producto final. Por la
accion de estos éacidos, el pH desciende por debajo de 5,5 (pH critico de
disolucién de la Hidroxiapatita) en zonas limitadas de la superficie del esmalte y
por lo tanto se produce el inicio de la descalcificacion. EI pH disminuye
rapidamente en los primeros minutos después de la ingesta de carbohidratos para

luego comenzar a incrementar gradualmente.

Para que ocurra este incremento, el sistema tampoén de la saliva debe cumplir su
funcién, al estar formado por el bicarbonato, los fosfatos y las proteinas. Se ha
observado que el pH salival depende de las concentraciones de bicarbonato, ya
gue un incremento en su concentracion se traduce en un incremento del pH.
Niveles muy bajos del flujo salival producen que el pH disminuya por debajo de 5,
sin embargo, aumenta a 7-8 si se incrementa gradualmente el flujo (Nufez y
Garcia, 2010).
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Por otro lado, se ha observado que una baja capacidad amortiguadora salival y
niveles bajos de fosfato de calcio, se relacionan con una mayor incidencia de

Caries (Kaur y cols., 2012).

Kaur y cols. (2012), con el objetivo de evaluar los parametros quimicos salivales
en relacion a la caries, estudiaron 60 nifios con edades entre 4 y 6 afios,
seleccionados de las escuelas del distrito de Panchkula, Haryana. Los nifios
fueron divididos en 2 grupos: con caries activa y libres de caries. Se les evaluo el
nivel de hidratacion, velocidad de flujo salival, pH, capacidad de tamponante,
viscosidad relativa, calcio, fosforo y los niveles de fosfatasa alcalina. Los
resultados mostraron que el 90% de los sujetos libres de caries y un 33,3 % de los
con caries activa, poseian una velocidad de flujo normal en saliva, siendo esta
diferencia altamente significativa. Ademas, se encontr6 un pH salival adecuado en
el 100% de los pacientes del grupo libre de caries y en un 30% en el grupo con
caries activa y la diferencia fue altamente significativa también. Estos autores
concluyeron que un nivel normal de hidratacion y valores méas altos de velocidad
de flujo, pH y capacidad tamponante de la saliva, se relacionan con salud oral y
ausencia de caries. Esto unido a que el flujo salival tiene un efecto preventivo a
nivel de la enfermedad al influir en la velocidad de eliminacion de detritus,
bacterias e hidratos de carbono, cuanto mayor sea la velocidad de flujo, més
rapida serd la tasa de aclaramiento (Miura y cols., 1991).

Por el contrario, Cunha-Cruz y cols. (2013), con el objetivo de investigar si las
caracteristicas salivales estan asociadas con la experiencia de caries dental,
analizaron a 1.763 pacientes (nifios, adultos y mayores de 65 afios). Concluyeron
qgue los resultados obtenidos para las caracteristicas salivales como pH y
capacidad tamponante, se asocian débilmente con la experiencia previa de caries
dental, por lo que los autores discuten e insisten que se necesitan mas
investigaciones para entender estos resultados contradictorios y que los hallazgos
del estudio no pueden apoyar el uso de las pruebas de saliva para determinar el

riesgo de caries en los entornos clinicos reales.

En el presente trabajo de investigacion se evaluaron 10 nifios con caries y 10

nifios sanos, a los cuales se les midieron los parametros quimicos de la saliva
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como pH y capacidad tamponante. Al ser comparadas estas variables, entre los
grupos de estudio, el resultado fue no significativo. Esto puede deberse al
reducido tamafo muestral utilizado, debido principalmente a razones de tiempo
estimado para desarrollar este trabajo. Un mayor tamafio muestral se sugiere para

nuevos estudios a fin de obtener resultados mas concluyentes y comparables.

Como se describe anteriormente, para evaluar la relacion entre parametros
salivales y actividad de caries, es mas valido utilizar la medicién de flujo salival, sin
embargo, en nifios, esta medicion se dificulta por las condiciones de cooperacion
propias de la edad. Es por este motivo que en este estudio sélo se realizaron las

mediciones descritas en la metodologia.

Se ha demostrado que una disminucion en el flujo salival conduce a valores de pH
mas bajos después de la exposicion a azUcares comparado con el flujo de saliva
en condiciones normales (Abelson y Mandel, 1981; Van Houte, 1994).

Un mayor flujo salival se ha asociado con niveles reducidos de MS y no-MS de pH
bajo (Lindquist y Emilson, 1990; Van Houte y cols., 1991), y con un nivel

relativamente bajo de actividad de caries (Van Houte, 1994).

En relacion al recuento de especies pertenecientes al género Streptococcus en
ambos grupos de estudio, la determinacién de su promedio fue no significativo. Es
importante recalcar que el medio de cultivo utilizado en este estudio (agar mitis
salivarius) es un medio selectivo para Streptococcus totales, por lo que el recuento
total incluye varias especies pertenecientes a este género (y no solo las mas
comunmente asociadas tanto a caries como a salud oral). Se ha descrito en la
literatura que la cantidad de S. mutans encontrada en saliva de pacientes con
caries puede variar considerablemente desde cero hasta 10° UFC/ml, con una
concentracién promedio aproximada de 10° UFC/ml (Mohan y cols., 1998).

Wan y cols. (2002), compararon la selectividad y la sensibilidad de cinco medios
de cultivo diferentes (mitis salivarius con bacitracina MSB, mitis salivarius
kanamycin-bacitracina MSKB, glucosa-sacarosa-telurito-bacitracina  GSTB,
tripticasa de soja-sacarosa-bacitracina TYS20B vy triptona-levadura-cisteina-
bacitracina-agar sacarosa TYCSB) para el cultivo de una cepa de laboratorio de S.
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mutans (NCTC 10449) y para el recuento de esta cepa en muestras de placa
supragingival obtenidas de un grupo de nifios entre 2 y 10 afios de edad. En las
muestras clinicas, TYCSB mostr6 las tasas de recuperacion mas altas para S.
mutans en comparacion con los medios de cultivo mencionados en este parrafo.
Los resultados del estudio sugieren que TYCSB es uno de los medios mas
sensibles y selectivos para el cultivo de S. mutans tanto en estudios clinicos como
de laboratorio. Estos resultados concuerdan con resultados encontrados por otros

autores en estudios anteriores (Schaeken y cols., 1986).

En relacién a la identificacion microbiana, la especie mas prevalente obtenida
tanto en pacientes sanos como en pacientes con caries fue S. salivarius (40% y

73,3% respectivamente).

S. salivarius es un representante habitual de la flora comensal de la cavidad oral y
es el constituyente principal del biofilm que coloniza preferentemente las células
epiteliales del dorso de la lengua y la mucosa de la mejilla (Gizani y cols., 2009;
Tamura y cols., 2009). Esta especie en conjunto con S. mitis y S. oralis han sido
identificados como los primeros y mas dominantes microorganismos que
conforman el ecosistema oral (Law y cols., 2007), siendo asociada con mayor
prevalencia a salud oral (Corby y cols., 2007). Posee un rol importante en la
absorcion de lactosa y la produccion de ureasa que contribuirian a la estabilidad

de la comunidad oral (Tamuray cols., 2009).

Tamura y cols. (2009), observaron que esta bacteria inhibe la formacion de biofilm
formado por S. mutans, cepa GS-5, cuando ambas especies son cultivadas en
conjunto. Describieron que una “sustancia” en el sobrenadante del cultivo de S.
salivarius inhibia la actividad del péptido estimulante de la competencia (CSP) de
S. mutans. El analisis de proteinas mostré que la “sustancia” que producia la
inhibicion de la formacién de biofilm era una fructanasa (FruA), demostrando que
S. salivarius puede modular la colonizacibn de S. mutans dependiente de
sacarosa en las superficies de la cavidad oral. Observaron ademas, que el biofilm
por S. mutans no se desarroll6 en el medio de cultivo que contenia sacarosa
pretratada con FruA. Esto sugiere que FruA digiere la sacarosa antes de la

produccion de glucanos por la glucosiltransferasa (GTF), compuesto que se
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secreta después de una o mas horas de cultivo de S. mutans y que esta glucosa,
después de la digestion, no fue empleada para la sintesis de glucano. Cabe
destacar que FruA puede ser producido también por otras especies pertenecientes
al género Streptococcus. Esto, en conjunto con su alta prevalencia en cavidad oral
de nifios, su capacidad de adherirse preferentemente a células epiteliales mas que
a superficies dentales, podria explicar la alta frecuencia de esta especie en las

muestras de sujetos sanos.

La segunda especie mas prevalente en sujetos sanos fue S. mutans (20%). Law y
cols. (2007), describen que, en sujetos sanos, especies del grupo MS
corresponden a menos del 1% de los aislados obtenidos y que en nifios con caries
temprana de la infancia, el grupo MS comprende un 30-50% de los aislados
obtenidos de placa dental y un 10-30% de los aislados obtenidos de saliva. Esto
difiere de lo encontrado en el presente trabajo, ya que esta especie fue
identificada solamente en pacientes sanos y no se obtuvieron aislados en

pacientes con caries.

Mediante los avances en las técnicas de biologia molecular, se ha podido
demostrar que existe gran heterogeneidad clonal dentro de esta especie (Russell,
2008; Tabchory y cols., 2008). Estas diferencias estarian atribuidas a fenémenos
de recombinacion desde otras especies que se encuentran formando parte del
biofilm y generarian diferencias en su capacidad de virulencia (Kleiny cols., 2004;
Law y cols., 2007; Lembo y cols., 2007). Esto podria explicar su presencia en
muestras de pacientes sanos, ya que los factores de virulencia pueden diferir,

estando mas atenuados en estos individuos (Russell, 2008).

Si bien S.mutans ha sido fuertemente asociado con la presencia de caries (Van
Ruyven y cols., 2000; Becker y cols., 2002, Figueroa y cols., 2009; Kawashita y
cols., 2011), para que exista la enfermedad debe haber un desequilibrio en el
ecosistema oral en relacion a los factores mencionados en el marco teérico. Se ha
observado que lesiones de caries pueden ocurrir en ausencia de esta especie
(Loesche y Straffon, 1979) y que individuos con altos recuentos de ella no
necesariamente desarrollan la enfermedad (Kleinberg, 2002). Todas estas

observaciones sumadas al tamafio muestral, podrian explicar el por qué en el
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presente trabajo, esta especie fue aislada de sujetos sanos y no de sujetos con

caries.

Se ha descrito en la literatura que esta especie ha sido aislada comunmente a
partir de la cavidad oral de nifios, con una prevalencia de infeccion que va desde
un 30%, a los 3 meses de edad, a mas del 80% a los 24 meses (Law y cols.,
2007) y se ha relacionado en gran proporcién con caries temprana de la infancia
junto con S. sobrinus, especie no encontrada en este trabajo de investigacion
(Tanner y cols., 2011a; 2011b). Sin embargo, todavia no se ha resuelto en que
momento coloniza con exactitud y si puede ser considerado como un componente
de la microbiota oral normal (Van Houte, 1994; Tanzer y cols., 2001; Beighton,
2005; Law y cols., 2007).

Por el contrario a lo encontrado en este trabajo, Gizani y cols. (2009), analizaron la
distribucién de bacterias cariogénicas en muestras de 5 sitios intraorales (saliva,
placa supragingival y subgingival, dorso de lengua y tejidos blandos), en nifios
entre 3y 12 afios de edad, divididos en 3 grupos segun denticion (primaria, mixta
temprana y mixta). Encontraron que S. mutans no se detectd en muestras
supragingivales y subgingivales de sujetos libres de caries, pero que si se detecto

en casi todos los nifios con caries.

Law y Seow, (2006), describieron en un estudio controlado longitudinal los factores
asociados con la infeccién por S. mutans y la lesién inicial de caries en nifios entre
21y 72 meses de edad. Se observé que la infeccion por S. mutans se asocia con:
presencia de placa visible, hipoplasia del esmalte, inicio tardio del cepillado de
dientes (después de 12 meses de edad), falta de asistencia de los padres durante
el cepillado de dientes, el aumento de horas en la escuela, la mayor frecuencia de
ingesta de azlcar, siendo este clasificado como el factor mas importante, seguido
de la lactancia materna y, los habitos que permiten la transferencia vertical de la
saliva de la madre al nifio. Por el contrario, la ausencia de colonizacién por S.
mutans se ha asociado con el uso reiterado de antibidticos. Ademas, observaron
que las madres con bebés infectados tenian niveles de S. mutans mayores a 5 x
10° UFC/ml de saliva, mala higiene oral, enfermedad periodontal y baja situacién

socio-economica en comparacion con las madres de bebés sanos.
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Caufield y cols. (1993), han sugerido que la adquisicion mas probable de esta
especie en nifilos pequefos se lleva a cabo durante un periodo conocido como
"ventana de infectividad" que ocurriria entre los 19 a 31 meses de edad, con un
promedio de 26 meses. Se creia que S. mutans colonizaba el medioambiente
bucal sélo cuando existia la presencia de dientes, describiéndose que la
colonizacion inicial ocurria sélo después de la erupcion de los dientes temporales.
Sin embargo, estudios posteriores observaron la presencia de esta especie en
nifos previo a la erupcion dentaria temporal, demostraron también que esta
infeccion persistia en el tiempo y que pese a que esta especie es aislada de estos
nifios, se encuentra en bajas proporciones, lo que finalmente podria ser un reflejo

de la ausencia de dientes (Wan y cols., 2001; 2003).

Por lo tanto, se puede concluir que no existe un periodo establecido para la
colonizacion de S. mutans, este puede ocurrir desde el nacimiento hasta mas alla
de los tres afios de edad, por lo que su colonizacién podria estar influenciada por
la presencia de dientes, sin ser este un factor excluyente y que su colonizacion
temprana le daria ventajas competitivas junto a otras especies que puedan

colonizar mas tardiamente (Law y cols., 2007).

Se ha descrito también en la literatura que altos recuentos salivales en madres
generarian un mayor riesgo de infeccién temprana en sus hijos. Esta infeccion
madre-hijo se conoce como “transmision vertical’ y también puede ocurrir desde el
padre y de los cuidadores hacia el nifio, siendo la saliva el medio mas importante
de transmisién (Douglass y cols., 2008). Factores neonatales también pueden
aumentar el riesgo de adquisicion temprana de S. mutans a través de la
transmision vertical. Los bebés nacidos por cesarea adquiririan S. mutans antes

que los bebés por via vaginal (Tanner y cols., 2011a; 2011b).

Otra especie identificada en pacientes sanos en una frecuencia relativamente alta
(13,3%) fue S. thermophilus. Esta es una bacteria perteneciente al grupo
salivarius. Anaerobio facultativo, Gram positivo, homofermentativo (produce acido
lactico) y alfa-hemolitico. No genera esporas y tampoco es maovil. Ampliamente
utilizado en la industria lactea por sus propiedades de generar acido. Se ha

encontrado en la ubre de las vacas, en las maquinas ordefiadoras, recipientes de
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leche, yogurt, quesos y en la leche cruda. Es termoestable por lo que puede
sobrevivir a la pasteurizacion. Se ha utilizado también como probidtico (Schleifer y
cols., 1991, Bricefio y cols., 2001). Esto puede explicar su identificacion en las
muestras de pacientes sanos, ya que podria colonizar la cavidad oral gracias al

consumo lacteo en este grupo etario.

En este mismo grupo (pacientes sanos) y en menor frecuencia, fueron
identificadas especies como S. vestibularis, Staphylococcus capitis subsp.
urealyticus, Enterobacter hormoechei y S. sanguinis (3,3% cada una). Esta ultima
ha sido aislada de la cavidad oral (Carlsson y cols., 1970; Becker y cols., 2002;
Figueroa y cols., 2008) y asociada fuertemente a sujetos sanos (Corby y cols.,
2005).

Carlsson y cols. (1970), fueron uno de los primeros en describir S. sanguinis en
cavidad oral, observando que coloniza antes que S. mutans, una vez ocurrida la
erupcion dentaria. Posteriormente, Caufield y cols. (1993), sefialaron que este
tiempo de colonizacion ocurriria alrededor de los 9 meses de edad y que la
colonizacion temprana por S. sanguinis estaba relacionada con un retardo de 6
meses en la colonizacion por S. mutans. Se observo también gue los nifios que no
presentaron niveles detectables de S. mutans en saliva, tenian niveles
significativamente altos de S. sanguinis, en comparacién con aquellos nifios en los
cuales se les detect6 niveles altos de S. mutans en saliva. Asi, la colonizacion por

S. mutans coincide con una disminucién de los niveles de S. sanguinis.

Todos estos hallazgos en conjunto sugeririan que la colonizacién de S. sanguinis
podria influir en la sucesiva colonizacion de S. mutans y que podria existir un
cierto antagonismo entre estas especies. Es importante mencionar que en este
trabajo se encontraron ambas especies en sujetos sanos, sin embargo, éstas no
se encontraban conjuntamente en aislados de un mismo sujeto. Serian necesarios

mas aislados por individuo para obtener resultados mas concluyentes.

Bacterias pertenecientes al género Streptococcus compiten por los sitios de union
en las superficies del diente cubierto por la pelicula adquirida (Nobbs y cols.,
2007), y son capaces de producir bacteriocinas y peroxido de hidrégeno (H,05)

como agentes antimicrobianos (Kreth y cols., 2005). Estudios han descrito que S.
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sanguinis utiliza la disponibilidad de oxigeno y la produccion diferencial de H,0,
para competir con eficacia frente a S. mutans. Este Uultimo, secreta las
bacteriocinas mutacina | y IV cuando se inocula antes que S. sanguinis in vitro y S.
sanguinis produce H,O, cuando se inocula antes que S. mutans (Kreth y cols.,
2008).

S. vestibularis también ha sido identificado en este trabajo en los pacientes sanos
aunqgue en baja frecuencia (3,3%). Perteneciente al grupo salivarius, se encuentra
mayormente en mucosa vestibular. Su hallazgo concuerda con lo encontrado en la
literatura donde pese a ser una especie presente en la cavidad oral, su
prevalencia no es alta en comparacién con otras especies del mismo género
(Whiley y Hardie, 1988).

Staphylococcus capitis subsp. urealyticus fue identificada en un 3,3% de la
muestras de pacientes sanos. Pertenecientes al género Staphyloccus, fue descrita
por Bannerman y Kloos (1991), en la piel humana. Su presencia en este grupo de
estudio puede deberse a contaminacion involuntaria de las muestras al igual que
Enterobacter hormoechei, que también fue identificado en baja proporcion (3,3%)
en este grupo. Esta dltima corresponde a bacterias del género Enterobacter, los
cuales son gram negativos, oxidasa-negativos, fermentativos. Se encuentran
como género en el medio ambiente, en habitats tales como el agua, el
alcantarillado, los vegetales y el suelo. En relacién a la presencia de estas
bacterias en la cavidad oral, Staphylococcus capitis subsp. urealyticus no ha sido
descrito aun como aislado obtenidos de ella, s6lo se ha descrito que ha sido
aislado de piel y que puede causar endocarditis (Bannerman y kloos, 1991, Latorre
y cols., 1993). En tanto, Enterobacter hormaechei no ha sido aislado hasta el

momento de la cavidad oral (Peterson y cols., 2013).

En relacion a la identificacion microbiana en pacientes con caries, como se
mencionod anteriormente, un 73,3% de los aislados fueron identificados como S.
salivarius. El ser uno de los principales y pioneros microorganismos que
conforman el ecosistema de la cavidad oral, podria explicar su alta prevalencia en
este grupo. Algunos estudios han descrito que esta especie no solo crea

condiciones favorables para la implantacion de otras especies, sino que también
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desempeiia un papel moderador, permitiendo la implantacion de bacterias que son
perjudiciales para la salud de la cavidad oral. Se ha observado que junto con
colonizar los sitios descritos anteriormente en la discusion, también puede
adherirse a la superficie dental (aunque en menor proporcioén) en forma temprana
después de la ingesta repetida de sacarosa. Se ha descrito que en animales
(hamsters y ratas gnotobioticas), algunas cepas pertenecientes a esta especie son
capaces de causar una disminucion en el pH oral y han sido clasificadas como
cariogénicas (Krasse y Carlsson, 1970; Becker y cols., 2002). También se ha
sugerido que la eliminacion de S. mutans de la placa dental humana por
inmunizacion puede permitir que S. salivarius colonice la superficie del diente y
pueda causar Caries dental (Druckerd y cols., 1984). Sin embargo, esta especie
es considerada como un colonizador pobre de la superficie dental y su papel en el

desarrollo de la enfermedad no esta del todo claro (Simpson y cols., 1995).

Asi, de acuerdo a lo expuesto en la discusion, esta especie cumpliria roles tanto
beneficiosos como perjudiciales y éstos dependerian de las condiciones
medioambientales, relaciones con otras especies y las caracteristicas particulares
gue se estén analizando de ella. Su posible rol perjudicial podria atribuirse a su
capacidad de secretar GTFs que forman glucanos a partir de sacarosa. S.
salivarius es una de las principales fuentes de GTFs en la saliva, las cuales se
cree que cumplen un rol en la adhesion a la pelicula adquirida de otras especies
microbianas, entre ellas S. mutans. De este modo, las GTFs producidas por S.
salivarius, en sitios distantes de la superficie del diente, pueden ayudar en la
adhesidn inicial o coagregacion de otras especies orales sobre superficies de los
dientes recién erupcionados o en la superficie de los dientes después de la

profilaxis (Simpson y cols., 1995).

Por otro lado, el posible rol beneficioso de S. salivarius en la cavidad oral podria
deberse en parte a su capacidad de secretar la enzima ureasa, enzima que
cataliza la hidrdlisis de urea en amoniaco y dioxido de carbono (uredlisis),
favoreciendo la regulacion del pH ambiental, actuando como un sistema
tamponante de la acidificacion glicolitica in vitro y a concentraciones de urea que
se encuentran normalmente en la cavidad oral. La posibilidad de modificar

genéticamente bacterias de la placa que pueden modular el pH ambiental a través
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de esta enzima, permitiria la utilizacion de organismos ureoliticos recombinantes,
para probar la hipétesis sobre el papel de la uredlisis en la caries dental, la
formacion de sarro y las enfermedades periodontales. Tales organismos
recombinantes eventualmente pueden resultar Gtiles para el control de la caries

dental por la terapia de reemplazo (Chen y cols., 1996).

Otra especie que fue identificada en baja proporcion tanto en pacientes con y sin
caries (16,7% y 3,3% respectivamente) fue Bacillus subtilis subsp. subtilis. Esta
especie corresponde a bacterias aerdbicas, formadoras de endoesporas, Gram
positivas, que se encuentran comunmente en habitat como el suelo, agua y en
asociacion con plantas y pueden causar, muy ocasionalmente, intoxicacion
alimentaria (Claus y Berkeley, 1986), por lo que podria ser un contaminante de las
muestras pese a que se siguieron todos los protocolos de asepsia y esterilizacion.
Sin embargo, no existe evidencia de su identificacion en cavidad oral hasta la

fecha.

En pacientes con caries también se identificaron S. anginosus y S. mitis en baja
proporcion (3,3%). Ambas especies se han identificado en cavidad oral pero en
menor proporcidén que especies mas prevalentes como S. mutans o S. salivarius
(Becker y cols., 2002; Figueroa y cols., 2009, Gizani y cols., 2009). De ellas, S.
mitis es una especie alfa hemolitica, Gram positiva, catalasa negativa y anaerobia
facultativa que pertenece al grupo mitis que coloniza superficies dentales y

mucosas (Di Giulio y cols. 2011).

Corby y cols. (2005), estudiaron las especies bacterianas asociadas con caries y
salud en un grupo de 204 sujetos gemelos, en edades comprendidas entre 1,5y 7
afios de edad. Observaron que S. mitis estaba asociado a sujetos sanos. Esto
difiere a lo encontrado en este estudio donde se observa su presencia en sujetos

con caries.

Por el contrario, Peterson y cols. (2013), observaron en su estudio realizado en
nifos entre 5 y 7 aflos de edad con el objetivo de mejorar el conocimiento de las
especies microbianas que intervienen en la caries dental y la salud oral, una alta
prevalencia de S. mitis en sujetos con caries, o que concuerda con este trabajo.

Segun estos autores, los resultados contradictorios pueden reflejar variaciones
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fenotipicas de distintas cepas de esta especie que pueden elevar su
acidogenicidad y capacidad de resistir medios &cidos. Sin embargo, se requiere

mas investigacion al respecto.

Gizani y cols. (2009), analizaron la distribucion de bacterias cariogénicas en
muestras de 5 sitios intraorales de nifios con caries entre 3 y 12 afios de edad
divididos segun denticiébn. Encontraron que S. mitis estaba presente en casi todos

los niflos y en todos los sitios.

Como se mencioné anteriormente, S. mitis ha sido descrito como uno de los
primeros y abundantes colonizadores de la cavidad oral (en conjunto con S.
salivarius y S. oralis), el medio de cultivo es un medio selectivo para Streptococcus
totales y el tamafio muestral puede haber seleccionado aislados en pacientes con
caries y haber dejado de lado bacterias pertenecientes a esta especie en
pacientes sanos. Todos estos antecedentes, sumados a los anteriormente
expuestos para esta especie, podrian explicar su presencia en pacientes con

Caries.

S. anginosus pertenece al grupo anginosus. Este grupo comprende un grupo
heterogéneo de especies de Streptococcus que corresponden a cocos Gram
positivos que pueden ser alfa o beta hemoliticos o pueden no hacer hemdlisis. Se
ha observado que S. anginosus puede estar implicado en la produccién de
bacteremias (Singh y cols., 1988). Su identificacibn en sujetos con caries

concuerda con lo descrito en la literatura (Figueroa y cols., 2009).

De este modo, los resultados obtenidos en relacién a la diversidad de especies
pertenecientes al género Streptococcus y a otros géneros en ambos grupos de
estudio, concuerdan con lo descrito en la literatura, donde se describe que la
diversidad y complejidad de la microbiota oral es menor en nifios con caries que
en niflos sanos (Li y cols., 2007). Estos autores evaluaron las diferencias en la
diversidad microbiana presente en la placa dental entre un grupo de nifios de
origen hispano, en edades comprendidas entre 2 y 8 afios, con lesiones de caries
severa en edad temprana, y un grupo de nifios sanos, sugiriendo que la microbiota

oral asociada a caries dental presenta menor diversidad de especies microbianas,
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probablemente porque ciertos grupos de microorganismos suplantan o dominan el

biofilm de la placa dental permitiendo la progresion de la lesion de caries.

Finalmente, mas de 500 especies de bacterias o filotipos han podido ser
identificadas de la cavidad oral, de las cuales mas del 50% no han podido ser

cultivadas aun.

La caries, como enfermedad, sigue siendo un problema mundial y la caries
temprana de la infancia tiene consecuencias importantes en la salud y calidad de
vida de quienes la padecen. En Chile, pese a seguir la tendencia mundial de
disminucién de la prevalencia, aun faltan estudios que permitan dilucidar las
especies mas habituales en la cavidad oral de bebés y nifios, su asociacion con
incidencia de caries y alternativas de tratamiento que no sean solo tratar las

secuelas dejadas por la enfermedad.

En la actualidad se estan realizando estudios que pretenden evaluar el uso de
cepas beneficiosas y asociadas con salud oral en probiéticos. Las cepas mas
comunmente utilizadas pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterias,
sin embargo, algunas cepas de Streptococcus también estan siendo investigadas

con este fin (Twetman, 2012).

La cepa K12 de S. salivarius se ha convertido en una importante fuente de
probiéticos seguros y eficaces, capaces de fomentar una microbiota oral mas
equilibrada. Esta cepa se ha utilizado para controlar diversas infecciones
provocadas por asociaciones bacterianas, incluyendo otitis media, halitosis y

caries dentales (Burton y cols., 2011; Wescombe y cols., 2012).

Se sugieren nuevos estudios con un mayor tamafio muestral y mas extenso grupo
etario para obtener informacién sobre diversidad y prevalencia de especies
asociadas tanto a caries dental como a salud oral, con el fin de obtener resultados
mas significativos estadisticamente, y posterior a la deteccion de especies
preponderantes en ambas condiciones, la futura investigacion deberia centrarse
en las interacciones existentes entre ellas, para comprender como ocurren las
sucesiones 0 desplazamientos de ciertas especies en condiciones de salud y

enfermedad de la cavidad oral.
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CONCLUSIONES

La diversidad y prevalencia de especies bacterianas pertenecientes al
género Streptococcus difiere en aislados obtenidos de saliva de nifios pre-
escolares que presentan 0 no caries dental, observandose mayor
diversidad en pacientes sanos.

S. salivarius fue la especie mas prevalente en ambos grupos de estudio
(sujetos con y sin caries).

Especies comunmente asociadas a caries dental como S. mutans y S.
sobrinus no fueron identificadas en sujetos con caries. Sin embargo, S.
mutans fue aislado en baja proporcién en sujetos sin caries.

S. sanguinis, especie asociada en mayor proporcion con sujetos libres de
caries, fue encontrada en baja proporcion en este grupo de estudio. Es
importante mencionar que S. mutans también fue encontrado en este grupo
y que se ha descrito en la literatura un antagonismo entre estas 2 especies.
La presencia de una misma especie tanto en sujetos sanos como con
caries, podria sugerir que esta podria actuar tanto a favor como en contra
del hospedero.

Pardmetros quimicos salivales como edad, pH y capacidad tamponante y

Su asociacion con prevalencia de caries resultaron ser no significativos.
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SUGERENCIAS

Nuevos estudios que abarquen un mayor tamafo muestral, etario y una
mayor cantidad de aislados por paciente son necesarios para obtener
resultados mas concluyentes y comparables.

En relacion a parametros quimicos de la saliva se sugiere la evaluacion de
flujo salival como parametro importante en relacion a pH.

Mayores avances en relacion a medios de cultivo, técnicas moleculares y
bioguimicas son necesarios para identificar aquellas especies
pertenecientes a la cavidad oral y que aun no han sido descritas.

Nuevos estudios son necesarios para comprender la microbiota asociada a
salud o enfermedad, en cavidades orales de nifios y adolescentes, ya que
en Chile son pocos los estudios que abordan esta problemética.

Una vez identificadas las especies bacterianas mas prevalentes tanto en
condiciones de salud oral como en condiciones de presencia de caries, la
futura investigacion debiera centrarse en las interacciones existentes entre
las especies bacterianas y entre distintas cepas dentro de una misma
especie, para comprender como ocurren las sucesiones o desplazamientos
de ciertas especies en condiciones de salud oral y producto del inicio y
desarrollo de la caries dental.

Identificar especies del género Streptococcus asociadas tanto a salud como
a presencia de caries y estudiar sus relaciones de sucesién, colaboracion y
competencia pueden ser de suma importancia para el desarrollo futuro de
nuevas metodologias de tratamiento que tengan un enfoque mas preventivo

y no solo se limiten a tratar las secuelas de la enfermedad.
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ANEXOS

ANEXO N°1: Consentimiento informado.

| UNIVERSIDAD DE CHILE |
' FACULTAD DE ODONTOLOGIA : F. !
DEPARTAMENTO CIENCIAS FISICAS Y QUIMICAS | (Il

AREA DE BIOQUIMICA |

Fecha Edicién: 24 de Octubre de 2011

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo Carla Lozano Moraga, docente de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, estoy
realizando una investigacion relacionada con microorganismos, los cuales son frecuentss en la
poblacion, especialmente en aquella que presenta caries dental, Le proporcionaré informacién y lo(a)
invitaré a ser parte de ella. No tiene que decidir hoy si Jo hara o no. Antes de hacerlo puede hablar
acerca de la investigacién con cualquler persona de su conflanza, Este proceso sa conoce como
Consentiméento Infermado 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 a aclarar sus dudas al
respecto. Una vez que haya comprendido la Investigacion y si usted desea participar, entonces se le
pedird que firme este formulario. Los aspectos de este formulario tratan los sigulentes temas: Nombre
del proyecto, Investigadores asociades al Proyecto, Justificacion de la Investigacion, Objetivo de la
Dtmslig;u‘én. Procedimiento, Ventajas y Eventusles Riesgos Asociados a la Investigacién y
Aclaraciones.

NOMBRE DEL PROYECTO: “Efecto de factores de virulencia de Lactobacillus casei y Candida

albicans sobre parametros de crecimiento y viabilidad celular de Streptococcus sanguinis: un
colonizador temprano del biofilm dental en ausencia de caries”,

IGAD : En este esludio el Investigador Responsable s la Dra. Carla
Lozano Moraga y el Investigador Patrocinante es el Dr. Victor Cifuentes Guzman. El Cirjano-
Dentista, Dr. Gonzalo Rodriguez, perteneciente al édrea de Cariologia de la Facultad de Odontologia, es
quien oficiard como Unico colaborador de este proyecto. El Financiamiento del estudio sera por el
Proyecto FONDECYT Postdoctorado 2012,

ACION ION: La caries dental es una enfermedad definida como

Infecciosa, que se puede transmilir y se origina por varios factores, Entre los factores implicades se
pueden mencionar el alto consumo de az(cares, habltes de higiene, accion de la saliva, tipo y cantidad
de microorganismos presentes en [a boca, entre ofros. Debido a los factores anteriormente
mencionados, Ia armonia que existe entre los microorganismos en estado de salud bucal, se altera,
favoreciendo el desarrolio de aquellos que estdn involucrados tanto en fa aparicion como en el
desarrollo de la caries dental. Las relacicnes entre los distintos microcrganismos que conviven, tanto en
condiciones de salud como en presencia de caries, ain no se han aclarado del tedo con exactitud,
existiendo todavia un vacio en este tema.

OBJETIVO DE LA INVESTIGACION: Esta investigacién tiene por objetivo detectar la presencia,
anﬁdadyﬂposdemddgﬁmudobacﬂwysmmommydabnmmsddm
Candida en la saliva de nifios sancs y en nifios con caries. Ademas, se evaluara &l efecto de las toxinas
de la bacteria Lactobacillus casel y de ka levadura Candida aibicans sobre el crecimiento de la bacteria
Streptococcus sanguinis. El estudio incluird a un ndmero total de B0 nifios (30 sanos y 30 con caries),
de 2 a 5 afios de edad, que son atendidos en el servicio de diagnéstico de la Clinica Odontolégica de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

ROQC { Q RAN SOME] S VOLUNTA S: Si usted acepta que su hijola
participe, &l/ella sera examinado(a) por el Dr. Gonzalo Rodriguez. A su hio(a) o pupilo, se le tomara una
muestra de salva, la cual deberd ser depositada dentro de un frasquito que nosofros le
proporcionaremos. En caso que ustedes estén dispuestos a participar pero el nifio no sea capaz de
depositar la saliva al frasquito, nosotros lo podemos ayudar con una bc?-nhla )ltstla llamada pipeta.
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Antes del examen, a su hijo(a) o pupilo se le dara una breve explicacion del procedimiento a realizar por
parte del Dr. Rodriguez.

VENTAJAS DE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO: Su hijo(a) o pupilo tendra el beneficio de conocer el
estado actual de su boca. Ademas, ellos y Usted recibiran al comienzo del estudio, una charla acerca de
cémo cuidar y mantener la limpieza de sus dientes.

EVENTUALES RIESGOS DE LA INVESTIGACION: Su hijo(a) o pupilo NO CORRERA NINGUN
RIESGO durante o posteriormente a su participacion.

Toda la informacién derivada de su participacion en este estudio, sera conservada con estricta
confidencialidad. Las unicas personas que tendran acceso a los datos seran los investigadores de este
estudio. Cualquier publicacién o comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion sera
completamente anénima. Cabe destacar que los datos personales seran codificados, es decir, se les
asignard un nUmero. Bajo ninguna circunstancia la Investigadora Responsable o el Investigador
Patrocinante o el Cirujano-Dentista divulgaran estos antecedentes. Sélo se trabajara con el cédigo
asignado. Tampoco se le tomaran fotografias ni videos.

ACLARACIONES:

- La participacion es completamente voluntaria

- No habra ninguna consecuencia desfavorable para su hijo(a) o pupilo, en caso de no aceptar la
intervencion

- Si usted decide puede retirar del estudio a su hijo(a) o pupilo cuando lo desee.

- Las muestras obtenidas seran de exclusiva utilizacion para este estudio.

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

+ No recibiré pago por la participacion.

- Usted podra solicitar informacién actualizada sobre el estudio, al investigador responsable, y
posteriormente, las conclusiones del estudio, seran compartidas con usted si lo desea.

- La informacién obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacion de pacientes, sera mantenida
con estricta confidencialidad por los investigadores, para esto, no se utilizara su nombre sino un sistema
de codigo que enumerara las muestras.

. Se le entregara a Usted una copia de este documento de Consentimiento Informado.

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento, y de haber podido
aclarar todas sus dudas, puede, si lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado de la
Investigacion mencionada.

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

1.- Al firmar este documento, voluntariamente doy mi consentimiento para que un(a) Cirujano-Dentista,
de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, me entreviste a mi y a mi hijo(a) y examine la
boca de mi hijo(a). Estos procedimientos duraran alrededor de 30 a 50 minutos.

2.- Comprendo que los datos obtenidos en estos procedimientos, seran utilizados en un estudio de la U.
de Chile, disefiado para averiguar la razén por la cual nos enfermamos de caries. Entiendo que este
estudio tiene como finalidad Gltima el contribuir con informacién para mejorar la salud bucal, el
diagnéstico y prevencion de la caries dental y sus resultados seran publicados en revistas cientificas.

3.- Entiendo ademas, que para realizar parte de esta investigacion mi hijo(a), debera donar una muestra
de saliva equivalente al volumen de una cuchara de té (5 ml), a la cual se le realizaran estudios de
laboratorio. Entiendo que la muestra de saliva obtenida de la boca de mi hijo(a) sera utilizada sélo para
este estudio.

4.- Declaro que mi participacion y la de mi hijo(a) en este estudio es libre y voluntaria, pudiendo incluso
dejar de participar en él cuando lo deseemos. Si esto dltimo ocurre, ho habra consecuencias negativas
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sobre la atencién que reciba el nifo(a). Entiendo ademas, que la obtencion de saliva de la boca del nifio
y el examen clinico que se le practicara, no presenta riesgo alguno. Sé que la informacion obtenida de
mi hijo/a o pupilo sera tratada de manera absolutamente confidencial, y Unicamente utilizada para fines
de investigacion, sin fines de lucro. Entiendo que nuestros nombres y nuestros datos personales no
seran jamas identificados ptblicamente.

6.- Entiendo si, que por el hecho de participar en el estudio, Yo y mi hijo(a) tenemos derecho a que se
nos informe sobre los resultados de los examenes que se practicara y a recibir un consejo al respecto,
de parte del Cirujano-Dentista que examin6 a mi hijo(a) o pupilo.

por escrito, con la correspondiente interpretacion, si asi lo deseo. Si requiero cualquier aclaracién o
informacion adicional sobre este estudio Yy nuestra participacion en él, debo dirigirme al Dr. Gonzalo
Rodriguez, Fono 02-9781742 o celular 95426731; al Investigador Responsable, Dra. Carla Lozano,
Fono 02-9781792 o celular 93192730 o al Comité de Etica de la Facultad de Odontologia, representado

8.- Se me ha explicado que los datos clinicos y los resultados de los andlisis de laboratorio
permanecerdn guardados en una base de datos y a ella tendran acceso sélo el Investigador
Responsable y el Dr. Rodriguez, quien examinara a los nifios.

—

Firma del voluntario (Padre/Apoderado/Ti utor) Firma del Cirujano-Dentista
Nombre: Nombre:
Solicita Informe:  Si No ‘J

Firma del Investigador Principal

Nombre:

Fecha: Santiago, de
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