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RESUMEN

Introduccién: Determinar el riesgo cariogénico del paciente es un requisito
fundamental al realizar un diagndstico. Este nos permitira elaborar un plan de

tratamiento que responda a las necesidades particulares de cada paciente.

La importancia de establecer el recuento de estreptococcus mutans (S.
mutans) sobre restauraciones de amalgama versus resina compuesta, permitiria
identificar el nivel de riesgo microbiolégico en desarrollar caries secundaria,
teniendo en conocimiento que esta es la principal causa de fallas de
restauraciones, reduciendo en el futuro su recambio, con la consecuente pérdida

de tejido sano que ocurre en cada reemplazo.

Conocer la colonizacién de microbiota cariogénica en restauraciones de
amalgama y resina compuesta, podria ser un aspecto a considerar en las
decisiones de tratamiento, eligiendo asi un material de obturacion y medidas

preventivas, ajustada con el riesgo cariogénico local y propio de cada paciente.

Material y Método: Se seleccionaron 69 pacientes de la clinica de

Operatoria Dental de 4to afio de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile, durante el periodo de Septiembre a Diciembre del 2011. En cada uno de
ellos se tomé una muestra de microbiota dental de una pieza dentaria restaurada
con amalgama y con resina compuesta utilizando la técnica de la cubeta. Este
método consiste en realizar una impresion directa sobre las superficies oclusales
de restauraciones, mediante una cubetilla de flior modificada cargada con agar
TYCSB. Las cubetas se incubaron en estufa a 37°C por 48 horas, para

posteriormente proceder al recuento bacteriano.

Resultados: Mediante el método de la cubeta se logré aislar Unidades

Formadoras de Colonias (UFC) de S. mutans de la superficie de restauraciones



oclusales de amalgama y resina compuesta en el 94,2% de las muestras. Se
observo una diferencia estadisticamente significativa (p <0,05) donde las muestras
de biofilm de placa bacteriana depositada sobre las restauraciones de resina
presentaban mayor cantidad de UFC/cm? que las superficie de restauraciones de

amalgama.

Conclusiones: Existen diferencias significativas en el recuento de
Streptococcus mutans en restauraciones de resina compuestas y en la superficie
de restauraciones de amalgama, siendo mayor en restauraciones de resina
compuestas a partir de muestras de placa bacteriana dental obtenidas mediante la

técnica de la cubeta.



INTRODUCCION

Las enfermedades bucales son las mas comunes de las enfermedades
cronicas y son un importante problema de Salud Publica por su alta prevalencia,
impacto en los individuos, la sociedad, y el costo de su tratamiento™.

La caries dental se define como wuna enfermedad cronica,
microbiolégicamente inducida y multifactorial que afecta a la mayoria de la
poblaciéon mundial ®. Es producida por microorganismos cariogénicos presentes
en la placa bacteriana dental, los que mediados por sus factores de virulencia, se
adhieren a la superficie del diente produciendo acidos por la fermentacion de
hidratos de carbono de la dieta, los que provocan la pérdida de minerales de su

estructura @, siendo Streptococcus mutans (S.mutans),considerado uno de los

principales agentes cariogénicos .

Cuando se ha perdido parte de la estructura dentaria es necesario

reconstruirla, para ello existe una gran variedad de materiales ®.Sin embargo
esto no mejora la salud bucal de las personas, sino que solo limita el dafio ya
producido. Se debe realizar el tratamiento de la caries dental como una
enfermedad infecciosa, a través del control de los factores etioldgicos

involucrados en el proceso, ademas del adecuado tratamiento restaurador ©.

Uno de los determinantes en el pronéstico del tratamiento restaurador es la
interaccidn biol6gica entre los materiales de restauracion y la microbiota oral, por
lo que las propiedades de la superficie de los materiales de restauracion

determinan la adhesion bacteriana y la colonizacion en las restauraciones ©.

Conocer los patrones de colonizacion por microorganismos cariogénicos en
la superficie de restauraciones de amalgama y resina compuesta, podria ser
determinante en las decisiones de tratamiento, eligiendo asi un material de
restauraciones y medidas preventivas, ajustada al riesgo cariogénico local y

propio de cada paciente.



MARCOTEORICO

1. Caries Dental

La caries dental se define como una enfermedad cronica,
microbiolégicamente inducida y multifactorial, en la que un amplio grupo de
factores biolégicos, socioecondmicos Yy culturales interactian, directa o
indirectamente en el establecimiento y desarrollo de microorganismos
cariogénicos. Afecta a la estructura dura de las piezas dentarias y se caracteriza

por la desintegracion molecular, localizada y progresiva que lleva, en caso de no

detener su avance natural, a una lesion irreversible .

Actualmente al tener un enfoque preventivo de tratamiento dental se
considera que factores propios del medio bucal influenciarian el desarrollo de la
caries dental, tales como, flujo salival, capacidad buffer de la saliva, dieta,
microorganismos presentes en el biofilm, esto, también, se combina con factores

propios del hospedero, clase social, nivel educacional, edad, actitudes y

conocimiento que posea (Fig. N°1) (.
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Fig. N°1:Esquema del concepto actual de caries dental. Modificado Fejerskov,0“Changing
paradigms in concepts on dental caries: consequences for oral healthcare." Caries Res 2004



La caries se considera un proceso, que resulta del desbalance del equilibrio
fisiolégico entre los minerales que componen la estructura dentaria y los

productos bacterianos presentes en el biofilm de la placa supragingival ©.

Para que se genere una lesion cariosa debe depositarse sobre la superficie
dentaria un biofilm adherente formado por diversas y numerosas especies

bacterianas ©.

Dentro del biofilm existen microorganismos con potencial cariogénico,
aquellos capaces de fermentar carbohidratos y producir 4cidos, provocando dos
efectos:(a) efecto directo sobre el diente, generando desmineralizacion de los
tejidos inorganicos de esmalte y la dentina;(b) efecto indirecto, que activa las

metaloproteinasas propias de la dentina, las cuales provocan la destruccion de la
matriz orgénica del diente ©.La suma de ambos efectos lleva a la cavitacién del

esmalte, y a la formacion de la lesion de caries (Fig. N°2) @.
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Fig. N°2: Proceso de produccién de caries. Tomado de Anderson MH,et al ."Treating
Dental Caries as an Infectious Disease." Operative Dentistry.1991;



Las primeras bacterias adheridas a la pelicula salival proveen el sustrato
para que otros microorganismos también se adhieran a ella . A medida que el
biofilm madura las especies que forman parte de ella cambian, dependiendo de la
presencia o ausencia de oxigeno (potencial redox), nutrientes y productos
metabdlicos. De esta forma, el dafio que la placa dental produzca se relacionara

con las bacterias que la conforman ©.

La caries dental puede clasificarse de diversas maneras, una de ellas es con
respecto al sitio de la lesion. Segun esta clasificacion se pueden dividir en caries
de fosas Yy fisuras, caries de superficies lisas, caries radicular y caries secundaria

o recurrente @,

La posibilidad de detener un proceso carioso, esta relacionado con el
diagnostico temprano y el factor de riesgo cariogénico individual que posea cada
paciente. Si la enfermedad puede ser detectada antes que se produzca la
cavitacion, una terapia de remineralizacion puede revertir el proceso sin la
necesidad del tratamiento restaurador. El tipo de lesion primaria justifica el tipo de
intervencion a realizar ™, asf frente a una lesién incipiente se realizarfa terapia de
remineralizacion, en cambio en una lesion donde ya existe cavitacion, se realizara

la rehabilitacion del diente con el material restaurador adecuado.



1.1 Microbiologia de la Caries Dental.

A través de la historia han surgido diversas teorias que tratan de explicar el
origen de la caries. El pionero fue Van Leeuwenhoek (sigloXVIl), quien sugirié la

posible relacién entre microorganismos y caries 2.

Posteriormente Miller (siglo XIX) propuso la “Teoria Quimioparasitaria”,
segun la cual esta enfermedad seria el resultado de la degradacion de

carbohidratos de la dieta por la accién de enzimas bacterianas productoras de

acidos. Esto conduciria a la desmineralizacion del diente @2,

Luego la “Hipotesis de Placa Inespecifica”, propone que caries, como
enfermedad, es producto de la interaccion de todos los grupos bacterianos que

estan dentro de la placa dental .

Loesche, en 1976, postulo la “Hipotesis de Placa Especifica” desplazando la
anterior. Plantea que para el desarrollo de caries debian estar presentes en la
placa dental bacterias especificas, siendo estas un niumero limitado de especies
3 Ademas defini6 que un biofilm con potencial cariogénico deberia estar

formado por un predominio de bacterias Gram positivo, acidogénicos y aciduricos.

Cabe mencionar que dentro de los microorganismos considerados
cariogénicos encontramos Streptococcus mutans (S. mutans), Streptococcus
sobrinus, Lactobacillus acidophilus; este Ultimo se encuentra en un pequefio
porcentaje del biofilm dental y posee una baja capacidad de adherencia a la
pelicula salival ™. S. mutans, en cambio, se encuentra en un alto porcentaje, por
lo que se considerdé como causante de esta enfermedad, dado que cumplia con
los postulados de Koch, que se aplicaban para establecer las enfermedades

infecciosas 4.

A pesar de que S. mutans esta fuertemente asociado en el desarrollo de la

caries, esta relacion no es unica. Se pueden detectar lesiones de caries incluso



en ausencia de esta especie (lesion de esmalte), asi como puede existir
colonizacion de S.mutans sin evidencia detectable de desmineralizacion de los

dientes 9,

A partir de esto, en 1997,Marsh propone la “Hip6tesis Ecolégica”, donde
postula que el balance entre las condiciones que brinda el hospedero con los
microorganismos de la cavidad bucal y aquellos que constituyen el biofilm dental
condiciona la enfermedad “®.Por lo tanto, considera la regulacién de biofilm
como un proceso dinamico, donde factores externos pueden producir alteraciones
en la expresion de genes requeridos para su formacion, otorgando mayor o

menor grado de virulencia o patogenicidad (Fig. N°3) 7
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Fig. N°3: Representacion de la “Hipotesis de Placa Ecol6gica” Marsh,P."Dental plagque as a biofilm and
microbial community implications for health and disease." BMC Oral Health2006

Las caracteristicas claves de la “Hipétesis Ecoldgica” son: (a) la seleccion de
bacterias patdgenas esta directamente asociada a cambios ambientales; y (b) la
enfermedad no necesita una etiologia especifica: cualquier especie con
caracteristicas relevantes puede contribuir al proceso de enfermedad. Sin
embargo, S. mutans es quizas el organismo mejor adaptado para el ambiente
cariogénico caracterizado por sus altos niveles de azucar y bajo pH, y es por

(14

tanto, el agente etiologico principal de la caries dental Sin olvidar que

especies como Streptococcus sobrinus y Lactobacilli spp. también estan

involucrados en el desarrollo de esta patologia ®.



1.2.1 Biofilm.

Biofilm se describe como comunidad compleja de microorganismos
adheridos a una superficie; estos microorganismos se encuentran organizados
espacialmente en una estructura tridimensional, envueltos en una matriz
extracelular que deriva de ellas mismas y el medio que las rodea; muestran un
fenotipo alterado en cuanto al grado de multiplicacion celular o expresion de sus
genes” " En un biofilm se exponen propiedades que no son expresadas en
cultivo planctonicos, por ejemplo, un biofilm puede ser hasta 1000 veces mas
resistente frente a agentes antimicrobianos que lo que pueden llegar a ser las
mismas células en cultivos liquidos. No son la suma de expresion de cada
microorganismo constituyente, sino mas bien, establece una comunidad
microbiana organizada que crece sobre cualquier superficie y puede llegar a ser

méas patogénica que cultivos puros de los microorganismos que lo constituyen 9.

Luego de Ila formacion de la pelicula dental adquirida, -ciertos
microorganismos se adhieren a ella, proliferan y forman colonias ©).Estos
colonizadores primarios proveen el sustrato necesario para que nuevas especies

se coagreguen?,

Una vez que se fijan los microorganismos pioneros €stos
proliferan en sentido lateral, para luego hacerlo en volumen. La cubierta mixta
estreptocécica resultante permite que se adhieran otros microorganismos ©.Entre

los 4 y 10 dias ya se puede observar una placa bacteriana madura °.

La composicion de la placa bacteriana varia entre las distintas superficies
anatomicas del diente debido a las propiedades fisicas y bioloégicas que
prevalecen en cada sitio, desarrollandose preferentemente en sitios retentivos
que ofrecen proteccién a fuerzas fisicas de la boca, como surcos y fisuras ®®.

Solamente algunas especies bacterianas, como S. mutans, son capaces de
adherirse a todas las superficies orales y ademas adherirse fuertemente entre

si @ por lo que posee una de las mayores capacidades de iniciar el proceso de

formacion de caries @Y,



1.2.2 Grupo Streptococci mutans.

10

Especies del grupo Mutans Streptococci se encuentran en la placa

bacteriana dental, y se consideran los patdgenos mas asociados con inicio de la

lesion de caries. Son anaerobios facultativos, capaces de fermentar hidratos de

carbono, de cuyo metabolismo deriva la produccién de acidos y la sintesis de

polisacaridos extra e intracelulares ©?.

Son un grupo de bacterias genéticamente heterogéneo, en el que se

reconocen ocho serotipos distintos (a, b, ¢, d, e, f, g y h) y se han divido en siete

especies distintas; Streptococcus mutans, Streptococcus rattus, Streptococcus

cricetus, Streptococcus sobrinus, Streptococcus ferus, Streptococcus macacae y

Streptococcus downe . Estas especies son diferenciables mediante pruebas

seroldgicas y bioquimicas, cuyas caracteristicas se detallan en la TablaN°1:

Tabla N°1:Caracteristicas de los miembros del grupo Streptococci Mutan

S(23)

_ _ Hidrolisis Fermentacion Produccién | Crecimiento Susceptibilidad | Hidrolisis
Especie Serotipo de - - L ala de
Arginina | Rafinosa | Melobiosa | deHz 0 aergbico bacitracina | Esculina
S.mutans c.ef - + + - + - +
S.rattus b + + + - + - -
S. cricetus a - + + - - + +
S.sobrinus | d,g - - - + + - -
S.ferus C - - - - - + +
S.macacae C - + - - - + +
S.downei h - - - - - + -

Dentro de este grupo, S. mutansy S. sobrinus son los agentes mas

fuertemente asociados al inicio de la lesion de caries .
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1.2.2.1 Streptoccocus mutans

Fitzgerald y Keyes, en 1960, “? identificaron a Streptococcus mutans,
como la especie con mayor poder patogénico para iniciar la lesion de caries, en
relacion a otras especies acidogénicas de la placa supragingival, jugando un rol
activo en el desarrollo de lesiones de caries, especialmente en las primeras

etapas @¥.

S. mutans es una especie cocacea, Gram positivo, que se agrupa en
cadenas. Para desarrollarse necesita medios enriquecidos, y ambientes de
microaerofilia o anaerobiosis, con una tensién de CO, al 10% 2% Posee los
polisacéaridos antigénicos definidos para los serotipos c, e y f, siendo la cepa c la

més predominante de la cavidad oral en humanos ¢”:

Se puede aislar en medios enriquecidos como, agar Mitis Salivarius con
bacitracina (MSB) y el agar Trypticase Yeast-extract Cystine Saccharose
con bacitracina (TYCSB) ®® Estos medios son selectivos para esta especie por la
presencia de sacarosa y bacitracina en concentraciones criticas las cuales son

toleradas por S. mutans, pero no por el resto de microorganismos orales %

A diferencia del resto de los Estreptococos orales, S. mutans es capaz de
fermentar diversos azlcares, particularmente el manitol y sorbitol. Si la cantidad
de hidratos de carbonos disponibles es limitada, los productos de la fermentacién
son formato, acetato y etanol. En medios ricos en carbohidratos se genera acido

lactico, el que mas se ha asociado con el origen de caries. Esta propiedad es

conocida como acidogénica (30 | a velocidad con gque S. mutans produce
acidos, testeada en rangos de pH entre 7.0 a 5.0, excede a la de los
estreptococos orales en la mayoria de las ocasiones, produciendo cambios en la
ecologia de la microbiota bucal; estos incluyen el aumento en la proporcion de S.
mutans y de otras bacterias acidogenas y aciduricas. Esta microbiota cariogénica
reduce el pH a niveles bajos, con lo que se aumenta el tiempo de recuperacion

del pH neutro, luego de la ingestion de carbohidratos, manteniendo los valores de
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pH en la placa dental bajo 5.4, lo cual favorece la desmineralizacion del esmalte y

la produccién de caries®?,

Otra propiedad que posee esta especie, es la de aciduria o tolerancia al
acido, permitiéndole mantener capacidad glicoliticas a niveles de pH donde el

crecimiento de otras especies esta inhibido (bajo pH 4.4)®?.

A partir de la fermentacién de hidratos de carbono, principalmente de la
sacarosa, S. mutans, puede sintetizar polisacaridos extra celulares (EPS) como
glucanos (dextran y levan) y fructanos, que promueven la adherencia selectiva y
la acumulacién de un amplio nimero de streptococos cariogénicos en los dientes,
ademas de aumentar la porosidad y dimension de la matriz de la placa dental,
permitiendo mayor difusién del sustrato a través de la superficie del esmalte,

produciendo descenso de los valores de pH en capas mas profundas de la placa,

favoreciendo un incremento en el desarrollo de caries %2

Adicionalmente, también sintetiza polisacéaridos intracelulares (IPS)
de reserva que pueden ser degradados por dextranasas, fructanasas, y

glucégeno fosforilasas, los cuales utilizan cuando no disponen de alimentos 2.

Sus cualidades para adherirse a la pelicula adquirida radican en dos
mecanismos: (a) adherencia sacarosa dependiente, sintetiza polisacaridos
extracelulares a partir de hidratos de carbono, los cuales actian como adhesivos
extracelulares; (b) adherencia sacarosa independiente, adhesion de esta
especie a componentes salivales de la pelicula adquirida del esmalte ©9.Por lo

tanto, S. mutans sintetiza su propia sustancia adhesiva que actuara para unir las

bacterias entre si y a la superficie del diente ?.
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1.2.2.2 Streptococcus sobrinus

Streptococcus sobrinus (S.sobrinus) es una especie cocacea, Gram

positivo, agrupada en cadena que crece en ambientes capnofilicos )

@7

y contiene

los polisacéaridos definidos con los serotipos d y g

Produce glucanos solubles e insoluble y posee dextranasa para hidrolizarlos
(2 Sintetiza menos polisacaridos intracelulares que S. mutans, por eso toda la
glucosa disponible es usada para producir acidos, lo que lo hace mas acidogénico
que S. mutans® . Posee proteinas superficiales fijadoras de glucanos y otras con

caracter de adhesinas que median procesos de adhesion y agregacion bacteriana
(25)

Se ha observado que produce acidos a partir de glucosa mas rapido que S.
mutans, especialmente en valores de pH mas bajos, por lo que una diferencia en

el potencial cariogénico entre ambas bacterias es probable, aunque algunos

estudios sefialan que no existirian diferencias ©2.

Al igual que S. mutans también coloniza superficies duras, en localizaciones
supragingivales se ha aislado en un 9% en muestras de placa dental,
encontrandose en menor proporcién que S. mutans, el cual alcanza un 43% @7,
Sin embargo, S. sobrinus puede inducir lesiones de caries en cualquier tipo de
superficie dentaria, lisa, fosas y fisuras, interproximales y cemento, e intervenir en

la progresion de la lesién cariosa'®.

Estudios han mostrado que la presencia de S. sobrinus asociado a S.

mutans se relaciona a mayor incidencia de caries ©%.
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2. Riesgo cariogénico

Riesgo cariogénico se define como la “probabilidad que un individuo
desarrolle caries en un periodo especifico de tiempo, siempre y cuando mantenga

inalterables las condiciones del medio bucal” ©°.

Factor de riesgo se define como un factor medio ambiental, conductual o
biologico que al estar presente, directamente incrementa la probabilidad de que
una enfermedad ocurra, y si esta ausente o0 se remueve esta probabilidad

disminuye ©°).

Los factores que inciden en la produccion de caries pueden clasificarse en

primarios, secundarios y terciarios ®®.Los factores primarios son el hospedero, los
microorganismos de la cavidad oral con potencial cariogénico (especialmente un
elevado recuento de S, mutans), la dieta consumida y el tiempo en que los tres

factores anteriores interacttan .

Como factores secundarios puede mencionarse la saliva, la exposicion a

fluoruros, la higiene oral y la condicién sistémica del individuo, entre otros 2%,

Los factores terciarios se relacionan con la clase social, la educacion,

ingresos econémicos, conocimiento, actitudes y conductas ©®.

Es asi como los pacientes se clasifican segun riesgo de caries, para poder

realizar un tratamiento dirigido segun la necesidad del paciente.

Muchos de estos factores pueden ser reconocidos mediante la anamnesis
exhaustiva y el examen clinico minucioso, en el cual podemos determinar el
COPD del paciente, que nos indica el dafio acumulativo producido por caries. Sin

embargo, el recuento de S. mutans es considerado como un factor critico, ya sea,

por su significancia clinica como por su dificultad diagnéstica 7.
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2.1 COPD

El COPD nace como una medida de experiencia acumulativa de caries en

denticién permanente. La sigla corresponde a C= cariada O=obturada P=perdida
(38)

Este indice es ampliamente utilizado tanto en el trabajo clinico como en
investigaciones cientificas .

En el @mbito clinico, la experiencia de caries, indicada en el COPD es uno
de los factores a considerar al momento de evaluar el riesgo cariogénico que
presenta el paciente. Esto conducird a establecer un plan de tratamiento
especifico para satisfacer las necesidades de cada paciente.

Sin embargo, pese a su amplio uso, este indice presenta algunas
desventajas a considerar, tales como la subestimacion de la prevalencia de
caries, ya que no considera los estados incipientes de la lesion. Genera ademas
una sobreestimacién ya que da cuenta del dafio acumulativo y no del estado de
actividad de la enfermedad. Otra desventaja es que se asume que los dafio
producidos (obturaciones y piezas perdidas) se deben a lesiones de caries y no
considera otras posibles causas, tales como trauma o pérdida de sustancia por
causas no infecciosas®®.

Otra aspecto en contra es el hecho que entrega un valor que no llega a
reflejar la verdadera distribucién de la enfermedad, debido a la alta polarizacién
que esta presenta en la poblacion, la que no se refleja en un promedio®?.
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2.2 Métodos de aislamiento y recuento de S. mutans en muestras de

placa bacteriana dental.

Para monitorear S. mutans en restauraciones, el método més utilizado hasta
hoy es el propuesto por Wallman y Krasse? llamado “mondadientes”, con el cual
se obtiene muestras de placa bacteriana de el diente a estudiar. Es un método
simple de recoleccién, econémico y viable de realizar en la consulta dental, pero
cuyo inconveniente, descrito por ellos mismos, es la existencia de una
subestimacion de microorganismos, los cuales pueden no ser recolectadas por el
instrumento debido a la dificultad para recoger muestras de biofilm de la totalidad
de la superficie “9.

La técnica de la cubeta es un método simple, de bajo costo y no invasivo
para la aislacién y recuento de UFC/cm? de S. mutans de muestras obtenidas de
placa dental sobre las superficies de piezas dentarias sanas y/o restauradas.
Esta técnica se basa en impresiones microbiol6gicas, utilizando como medio de
cultivo agar TYCSB que se colocan sobre las superficies oclusales de los dientes
a estudiar. Se realiza una toma directa de la muestras de biofilm de placa dental
sobre las superficies de restauraciones y/o dientes sanos de manera
conservadora, que nos asegura cubrir toda la superficie a estudiar. Dentro de las
ventajas de esta técnica encontramos que es simple, de bajo costo y no invasivo.
Ademas requiere menor tiempo de procesamiento microbioldgico, ya que elimina
etapas como la dilucién, siembra, y puede ser realizado por personal clinico sin

profundos conocimientos de microbiologia.

El objetivo principal de esta técnica es su uso en trabajos de investigacion
“D_Un estudio realizado por Zufiiga el 2010 “Y demuestra que la técnica de la
cubeta es capaz de aislar y recuperar S.mutans a partir de muestras de placa
bacteriana dental en la superficie del tejido dentario y restauraciones. Ademas
posee una correlacién positiva con el método del mondadientes y con el método
de recuento de S. mutans en saliva®Y. Por estos motivos se utilizara este método

en esta investigacion.
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3. Materiales dentales y su relacion con microbiologia.

Cuando ya existe pérdida de tejido dentario, por diversos motivos, es
necesario reconstruirlas. Para ello se han creado una gran variedad de materiales
@ La interaccion biolégica entre los materiales de restauracién y la microbiota oral
es un factor a tomar en cuenta para el pronéstico del tratamiento restaurador “2.
Las propiedades de la superficie de los materiales de restauracion son
determinantes en la adhesion bacteriana y en la colonizacion de las obturaciones
“3 ya que la adsorcion de pelicula salival y la formacién del biofilm son
influenciadas por caracteristicas tales como, rugosidad, carga eléctrica y

composicion quimica que presentan estas superficies “* 44,

Esto nos lleva a asumir que los diferentes materiales de restauracion

presentan diferentes interacciones con las bacterias cariogénicas que los

colonizan 9.
3.1Amalgama.

La amalgama dental es un tipo especial de aleacién de mercurio, plata,
cobre y estafio, puede contener paladio, zinc y otros elementos para mejorar sus

caracteristicas clinicas de manejo “©.

Con el tiempo el uso de la amalgama, como material restaurador, ha
disminuido dando paso a restauraciones mas estéticas. Sin embargo, sigue
siendo una opcion de tratamiento de uso masivo, especialmente en el sector
posterior. Su relativo bajo costo y alta relacion costo beneficio a largo plazo,

favorece su uso en la practica odontolégica “”.

Dentro de las ventajas que presenta este material podemos mencionar es
poco sensible a la técnica y mas durable, si lo comparamos con resinas

compuestas. Ademas, presenta un mecanismo propio para resistir la
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microfiltracién y la invasion bacteriana mediante la corrosién de sus margenes “©.

Se ha publicado que la amalgama acumula menor cantidad de placa

bacteriana que las resinas compuestas “®. En algunas investigaciones se ha visto

gue la amalgama posee una actividad antibacteriana debido a la liberacion de

(49)

iones metalicos . Esto conduciria a un menor acumulo de placa bacteriana,

presentando menor recuento de UFC/cm? de S. mutans en los méargenes de las
restauraciones ©%.

3.2 Resina Compuesta.

Es un material de restauracion formado por tres componentes basicos: una
matriz de resina en base a una particula monomérica, denominada bis-GMA,
particulas de relleno inorganico, dioxido de silicio borosilicatos, aluminosilicatos

de Bario, Cuarzo, que mejoran sus propiedades mecanicas y un complejo

iniciador activador®?,

Su uso ha aumentado considerablemente en los Ultimos afios debido a la
creciente demanda estética. Dentro de sus propiedades destaca por ser un
material insoluble, insensible a la deshidratacién y con buenas propiedades

mecanicas “°

Estudios, “in vitro” e ‘in vivo”, sefialan que las resinas compuestas
acumulan una mayor cantidad de bacterias y placa bacteriana que la superficie
del esmalte ®9 A su vez se ha descrito que la superficie cubierta por placa en
resinas es mayor que en amalgama, siendo encontradas en los margenes de

estas las especies S. mutans y Lactobacilli spp ©?.
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4. Caries Secundaria

La caries secundaria o0 recurrente, es aquella que se detecta en los
mérgenes de una restauracion existente,®* > siendo la razén mas frecuente de

reemplazo de restauraciones ®¥.En un estudio de prevalencia se mostré que

este tipo de lesiones son mas comunes en adultos que las lesiones de caries
S(53, 55)

primaria®y es la mayor responsable de la falla de obturacione
Los métodos diagndsticos mas usados son la exploracion clinica y las

radiografias de aleta mordida ©2.

Histol6gicamente la lesion de caries secundaria es igual a la caries primaria
pero adyacente a una restauracion. Podemos distinguilar en dos sitios
especificos, uno denominado “wall lesion” o lesion de pared, afectando el esmalte
y/o dentina de la cavidad de la restauracion y otro conocido como “outer lesion” o

lesion externa, que involucra el tejido coronario y/o radicular del diente, con una

histologia similar a la caries primaria®.

No se han encontrado diferencias en la composicion de la microbiota
bacteriana en muestras de placa bacteriana tomadas desde caries primarias

versus la encontrada en caries secundaria ®®. Varios estudios han demostrado
gque es comun la infiltracion bacteriana después de la insercibn de

restauraciones®® y que existe un predominio de bacterias aerébicas facultativas,
cocacéas y Gram positivo en espacios entre restauraciones y paredes de
cavidad®, por lo que se sugiere que S. mutans es el principal agente etiolégico

de la caries secundaria®® %,

La presencia de caries secundaria no solo se relaciona con algun defecto

marginal, sino que requiere de la formacién de placa con potencial cariogénico®.

Actualmente el concepto de caries secundaria se encuentra en discusion
debido a que corresponde a la misma entidad clinica e histolégica que la caries

primaria, por lo que hoy se sugiere denominarla “caries adyacente a una

restauracion®®.
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La cantidad y calidad de microorganismos en la placa dental, es uno de los
factores mas importantes en el riesgo de desarrollar caries dental. Si ademas,
agregamos la presencia de restauraciones dentarias es aun mas critico, siendo la

caries secundaria la principal causa de fracaso de éstas ©>°%.

Se ha identificado a S. mutans como la especie bacteriana con mayor poder

o ;. ~(14,15) . e ™
patogénico para desarrollar caries ,es por esto que identificarlo y cuantificarlo
es fundamental para predecir el éxito de los tratamientos restauradores y evitar

futuras lesiones ),

Uno de los determinantes en el prondéstico del tratamiento restaurador es la
interaccidn bioldgica entre los materiales de restauracion y la microbiota oral, por
lo que las propiedades de la superficie de los materiales de restauracion
determinan la adhesién bacteriana y la colonizacién en las restauraciones®. Esto
incluso puede afectar el pronéstico del tratamiento restaurador, esta relacion
puede ser un factor a considerar a la hora de tomar decisiones y decidir el plan de

tratamiento del paciente.

Se ha escogido la amalgama y resina compuesta como materiales de
estudio debido a su amplio uso en la clinica odontoldgica actual y ambos pueden

ser encontrados en restauraciones posteriores.

Conocer la colonizacion de flora cariogénica sobre restauraciones de
amalgama y resina compuesta, podria ser determinante en las decisiones de
tratamiento, eligiendo asi un material de restauraciones y medidas preventivas,

ajustada con el riesgo cariogénico local y propio de cada paciente.

Es por las razones expuestas y la problematica que representa en la
integridad y longevidad de los tratamientos restauradores la caries secundaria
gue se ha decidido realizar una comparacion de recuento bacteriano, a través del

método de la cubeta, de restauraciones de resina compuesta y amalgama.
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HIPOTESIS

Existen diferencias estadisticamente significativas en el recuento de
UFC/cm? de Streptococcus mutans a partir de muestras de placa dental de
restauraciones oclusales de amalgama y resina compuesta, utilizando el método

de la cubeta.

OBJETIVO GENERAL

Comparar la cantidad de UFC/cm? de Streptococcus mutans de muestras de
placa dental presentes en la superficie oclusal de restauraciones de amalgama y

resina compuesta obtenidas mediante la Técnica de Cubeta

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener muestras de placa dental en restauraciones oclusales de

amalgama y resina compuesta mediante técnica de cubeta.

« Aislar, identificar y cuantificar la cantidad de UFC/cm? de S. mutans a partir

de muestras obtenidas mediante técnica de cubeta.
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MATERIAL Y METODO

La muestra consisti6 en 69 pacientes (total de 138 muestras, 2 por cada
paciente) seleccionados en forma aleatoria, que asistieron a la Clinica de Operatoria
Clinica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, durante los meses
de Septiembre a Diciembre de 2011. EL estudio y la metodologia fue aprobado por
el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, previo a

la toma de muestras.

El tamafio de la muestra se calculd utilizando el programa estadistico
G*Power© Version 3.1.3 basandonos en la comparacion de promedios de una

variable entre dos muestras independientes con los siguientes antecedentes:
1) Nivel de confianza del 95% (a=0,05)

2) Poder estadistico o riesgo de cometer un error tipo Il (1-8), del 80%, con
1p=0,2.

3) Efecto de tamanio (p) de 0.5 (medio).

Esto arroj6 como resultado el nimero de 64 pacientes, pero para compensar
posibles inasistencias de pacientes se aumenté el nimero de muestras a 69

pacientes.

Ademas se confecciond una lista de todos los pacientes atendidos durante el
periodo de tiempo sefialado que cumplan con los criterios de inclusion. Estos datos

fueron ingresados a una planilla en Microsoft Office Excel (Version 2007).

1) Seleccion de Pacientes

Se seleccionaron pacientes de la clinica de Operatoria Dental de 42 afio, de
ambos sexos, de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile entre los

meses de Septiembre y Diciembre del 2011, que poseian una obturacion oclusal de
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amalgama y resina compuesta en dientes homaologos y cumplian con los criterios de

inclusion y exclusion definidos.

Criterios de Inclusion:

Pacientes mayores de edad, de ambos sexos, entre 18 a 45 afios que
poseian piezas dentarias homoélogas restauradas con amalgama y resina
compuesta.

Los materiales de restauracion que se incluyeron en la muestra fueron resinas
compuestas y amalgamas.

Restauraciones que cumplian las condiciones alfa segun los Criterios Ryge
modificados, ®” United State Public health Service (USPHS), (ver anexo 3)
evaluadas por operador calibrado con indice Kappa de Cohen 0,75.

Las restauraciones a estudiar fueron oclusales de piezas posteriores,
superiores e inferiores, que no excedian mas de un tercio de la distancia
intercuspidea.

Longevidad de las restauraciones de dos afios minimo.

Pacientes de alto riesgo, definido a través de un cariograma.

Criterios de Exclusion:

Restauraciones que se clasificaron como bravo o charlie segun los Criterios
Ryge modificados (USPHS) ©” (ver anexo 3).

Pacientes que consumian farmacos que probadamente producen
alteraciones en el flujo salival, como antidepresivos, narcéticos, diuréticos,
antihistaminicos, antihipertensivos, antieméticos y diuréticos 9.

Pacientes bajo tratamiento con colutorios y/o geles de clorhexidina u otro
antiséptico bucal (cuyo compuesto activo sea cloruro de cetilpiridino, triclosan,
hexetidina, xilitol y sales de zinc como cloruro de zinc, citrato de zinc y sulfato
de zinc) yl/o pastas dentales con concentraciones de flior mayor o igual a
2500 ppm de i6n fluor durante los ultimos tres meses. Mediante declaracion
del paciente.

Pacientes bajo terapia antibidtica en los ultimos tres meses. Mediante



24

declaracion del paciente.

e Pacientes en tratamiento de farmacos inmunosupresores (corticoides)

e Pacientes clasificados segun la American Society of Anesthesiologic como
ASA 111, los cuales son pacientes con enfermedad sistémica grave, pero no
incapacitante, como por ejemplo cardiopatia severa, diabetes mellitus no
compensada acompafada de alteraciones orgénicas vasculares sistémicas,
insuficiencia respiratoria de moderada a severa , angor pectoris, infarto agudo
al miocardio antiguo, etc.

e Pacientes portadores de aparatos protésicos removibles o fijos.

e Pacientes portadores de aparatos ortodoncicos fijos o removibles.

e Pacientes que consumian goma de mascar cuatro o mas dias a la semana
®9 Mediante declaracion del paciente.

e Pacientes con dificultades motrices que les impedia realizar su propia higiene

dental.

2) Proceso de Consentimiento Informado

A cada paciente seleccionado se le hizo lectura del Consentimiento Informado
(ver anexo 2), explicAndole el propdsito del estudio, el procedimiento a realizar,
duracion del mismo, los riesgos y beneficios de participar en el proyecto, dejando
en claro que su participacion es voluntaria, y se podia rehusar o retirar en cualquier

momento sin perjuicio alguno.

Pasos en la toma de Consentimiento Informado

I. Se invito a los pacientes seleccionados a ser parte de la investigacion clinica.

Il. Se les explico lo que involucra la investigacion.

lll. Se leyd y explicé en forma detallada el formulario de Consentimiento Informado
IV. Se entregd una copia escrita para que el paciente revisara en casay pensara
en su decision.

V. En caso de aceptar firmaron el documento todas las partes involucradas.
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3) Procedimiento

El procedimiento fue realizado por dos operadores. El Operador N°1
selecciond a los pacientes, llené las ficha clinica y el consentimiento informado. El

Operador N°2 (Maria de los Angeles Solari) realiz6 la toma de muestras.

Para cada paciente se determind su riesgo cariogénico utilizando el
programa Cariogram Version 2.01. Se seleccionaron aquellos que poseian un
alto riesgo. Ellos fueron sometidos a reforzamiento de técnicas de higiene y a la
aplicacion de floor barniz sobre sus piezas dentarias, junto con la indicacion de
uso de pasta dental con concentracién de ion fldor igual o superior a 2500ppm,
posterior a la toma de la muestra. Ademas de generar en ellos habitos saludables,
haciendo énfasis con la importancia de las visitas peridédicas (cada tres meses) a

la Clinica de Operatoria de 4to afio, al programa de mantencion de pacientes.

El examen bucal se realiz6 después de las 11 AM y antes de las 13 PM,
para dar tiempo a la reorganizacion del biofilm después del cepillado matutino y
se les ensefié una técnica de cepillado comun para todos la que fue re-evaluado,

la segunda sesién. La técnica de cepillado fue la técnica de Bass modificada ©.

Tanto la seleccion de las restauraciones como la ensefianza de la técnica de
higiene fue realizado por un operador, previamente calibrado bajo los criterios Ryge

y con un minimo obtenido de 0.75 de Cohen’s Kappa.

4) Toma de muestras
En dos piezas posteriores restauradas, una con amalgama y otra con resina
compuesta se tomaron muestras de placa dental utilizando la técnica de cubeta,

seglin metodologia descrita por Zufiga 2010 “V.

a) Toma de muestra microbiolégica
Una vez seleccionado el paciente, el Operador N°2 procedié a tomar la muestra
microbioldgica.
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La placa dental depositada sobre la superficie de las restauraciones
seleccionadas fue recogida mediante cubetas usadas para la aplicacion de flaor
topico, las cuales se esterilizaron manteniendo las cubetas en una campana de flujo
laminillar de luz UV durante 30 minutos, y se cargaron con 7,5 ml de agar TYCSB( L-
cistina 0,2 g/L, Bacto. Casitona 15 g/L, Extracto de levadura 5 g/L, Sulfito de sodio
0,1 g/L, Cloruro de sodio 1g/L, Fosfato disodico 2 g/L, Acetato de sodio 20 g/L,
Sacarosa 50g/L, agar 15 g/L y bacitracina 200 U/L) medio selectivo para S.
mutans que ha sido descrito como el medio mas sensible y selectivo para cultivar
esta especie bacteriana ©¥. Posteriormente se recortaron de manera de
individualizarlas para no mas de 4 piezas dentarias (Fotografia N°1),
inmediatamente después las cubetas fueron colocadas en placas de Petri estériles

y guardadas en bolsas plasticas selladas en el refrigerador hasta su utilizacion.

Fotografia N°1: Imagen de
cubeta de fldor cargada con
medio de cultivo TYCSB ya

recortada.

Previo a la utilizacion de las cubetas cargadas, éstas se llevaron a estufa de
incubacion por 24 horas a 37°C para evaluar el proceso de carga y corte de
cubetas, asi al pasar las 24hrs. y no evidenciar crecimiento de microorganismos

se consideraron listas para su uso.

La toma de muestras se realizd presionando suavemente la cubeta en la

arcada por un minuto (Fotografia N°2).
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Fotografia N°2: Se observa toma de muestra de biofilm de placa

bacteriana dental mediante la Técnica de Cubeta.

5) Procesamiento Microbioldgico

Luego de la toma de muestras, las cubetas fueron depositadas en placas de
Petri estériles, transportadas a 4°C antes de 3hrs y llevadas a estufa de
incubacion a 37°C en microaerofilia (jarra vela CO, 10%) durante 48 hrs, en el
laboratorio de Microbiologia Bucal del Departamento de Patologia de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Chile.

6) Recuento, aislamiento e identificacién de S. mutans.

Luego de incubar durante 48hrs, se realiz6 el recuento de colonias
compatibles con S. mutans segin macromorfologia y adherencia de las colonias
al agar, observadas bajo lupa estereoscopica (Stemi2000-C, Zeiss) y fuente
luminosa (SchottKL1500,Zeiss). Posteriormente se realizé la tincion Gram para

determinar la micromorfologia celular.

El recuento de S. mutans, expresado en Unidades Formadoras de colonias
(UFC) se obtuvo de las cubetillas con TYCSB.

Posteriormente, se seleccionaron tres colonias compatibles con S. mutans,
estas fueron resembradas en placas con agar TYCSB e incubadas en jarra con
vela a 37°C por 48 horas.
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De estas placas se seleccionaron colonias de S. mutans para ser
sembradas en caldo Todd- Hetwitt (Difco) e incubadas a 37°C por 48 horas, para
someterlas a pruebas bioquimicas que permitan identificar especies del grupo
Streptococci Mutans, principalmente dirigidas a diferenciar S .mutans de S.
sobrinus, los que macromorfolégicamente son similares pero no tienen los

mismos resultados en estas pruebas.

Las pruebas bioquimicas realizadas fueron la fermentacion de la Rafinosa y

Melobiosa y la hidrélisis de la Esculina, las tres positivas sélo para S.
mutans®.

Posterior a las 48 horas, cada caldo incubado fue centrifugado (Serofuge-
centrifugue, Clay Adams) por cinco minutos a 1500rpm aproximadamente, con el
propdsito de obtener un pellet. Este se resuspendio en 400ul de buffer fosfato pH
7.2 hasta obtener un M°Farland= 5 , luego de esta suspension se inocularon 100pl
en Esculina (Brain Heart Infussion, Difco; 1% de Esculina), en Rafinosa (Tioglicolato
sin dextrosa y sin indicador, Difco; 1% de Rafinosa) y en Melobiosa (Tioglicolato sin
dextrosa y sin indicador, Difco; 1% de Melobiosa).

Los tubos asi sembrados fueron llevados a estufa de incubacion por 24hrs a
37°C (Fotografia N°3).

Fotografia N°3:(M) Tubo de ensayo con
medio de cultivo Tioglicolato con 1% de
Melobiosa. (R) Tubo de ensayo con medio
de cultivo Tioglicolato con 1% de
Refinosa.(E) Tubo de ensayo con medio
de cultivo BHI con 1% de Esculina. Los
tres tubos fueron inoculados con muestras
obtenidas de las cubetillas.

§o:
&
ym

g

r
{
(£

) BRI

]
1

VoY Ny -
9
19

!




29

Después de este tiempo, se agregaron dos a tres gotitas de citrato férrico
amoniacal al caldo con Esculina y se adicionaron dos a tres gotitas de rojo fenol a

los caldos con Melobiosa y con Rafinosa respectivamente.

En el caso de la hidrdlisis de la Esculina, es positiva si rapidamente el caldo
obtiene coloracion negra y para la fermentacion de Rafinosa y Melobiosa la
aparicion de color amarillo intenso indican la positividad de la prueba. Ambas

situaciones confirman el diagnostico de S. mutans.

6) Anadlisis de los resultados

Para el analisis estadistico se emple6 el software Systat v. 13. La forma en
que se distribuyen los datos se ejecuto utilizando el test Shapiro Wilk, a través del
cual se obtuvo que la distribucion no era normal por lo que el analisis de los
resultados se realiz6 aplicando el test de Wilcoxon, un test no paramétrico.
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RESULTADOS

1. Identificacion y aislamiento de Streptococcus mutans.

Luego de 24hrs. en la estufa de incubaciébn se obtuvieron colonias
bacterianas con caracteristicas correspondientes a Streptococcus mutans en las
zonas donde el agar TYCSB tuvo contacto con las estructuras de la cavidad

oral, en las cubetas con que se tomaron las muestras.

Fotografia N°4: Aislamiento bacteriano de muestras de placa dental mediante técnica de cubeta.(A)Las flechas
indican colonias de Streptococcus mutans redondas, lisas, cristalina y adherentes sobre la impronta de la cara
oclusal de un diente 3.5 restaurado con Amalgama.(B) Aislamiento bacteriano de muestras de placa dental
mediante técnica de cubeta. Las flechas indican colonias de Streptococcus mutans 2.5 restaurado con resina

compuesta.

Fotografia N° 5 : (A)Esquema demostrativo, donde las lineas punteadas semejan el contorno de la cara oclusal
del diente 3.5 y su restauracién de Amalgama. (B) Esquema demostrativo, donde las lineas punteadas semejan el

contorno de la cara oclusal del diente 35 y su restauracion de resina compuesta.
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A partir del cultivo y aislamiento bacteriano, de muestras de placa
bacteriana dental mediante la técnica de la cubeta, se obtuvieron colonias
aisladas con caracteristicas macroscoépicas y de adherencia correspondientes a

Streptococcus mutans.

Fotografia N°6: Colonias de Streptococcus mutans en agar TYCSB. (A)Colonias blanquecinas y de
superficie rugosa, en placa Petri con TYCSB, nétese como rompen el agar al que se adhiere.
(B)Cubeta cargada con agar TYCSB Obsérvese el polimorfismo colonial. Las flechas apuntan a
colonias de diferente morfologia, todas adherentes.

Fotografia N°7: ~ Pequefias colonias de Streptococcus
mutans lisas, cristalinas y adherentes .Las flechas
indican el polisacarido dextran depositado sobre las
colonias
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El frotis de las colonias seleccionas tefiido con Gram mostrd
formas cocacéas, Gram positivo y dispuestas en cadenas, tipico de
bacterias del grupo Mutans streptococci.(Fotografia N°8)

Fotografia  N°8: Frotis de colonia

seleccionada por su morfologia colonial

macroscopica como Streptococcus mutans \j

tefiido con tincién de Gram. S, o /(’
\ 7y

Las pruebas de hidrélisis de Esculina y fermentacion de Rafinosa y
Melobiosa, fueron positivas para todos los aislados, por lo tanto no se detect6
presencia de Streptococcus sobrinus. (Fotografia N°9)

Fotografia N°9:.(M) Tubo de ensayo con medio de cultivo
Tioglicolato con 1% de Melobiosa luego de la adicién de
rojo fenol.(R)Tubo de ensayo con medio de -cultivo
Tioglicolato con 1%de Rafinosa luego de la adicion de rojo
fenol.(E) Tubo de ensayo con medio de cultivo BHI con 1%
de Esculina luego de la adicién de citrato férrico amoniacal.
La aparicién rapida de coloracion negra y amarillo intenso
indic6 positividad de la prueba y confirmé diagndstico de
Streptococcus mutans.




2. Cuantificacién de Streptococcus mutans.
La Tabla N°2 presenta los porcentajes de pacientes examinados con

presencia de Streptococcus mutans obtenidas a partir de la técnica de la cubeta.
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Cantidad Porcentaje
Total de pacientes 69 100 %
Pacientes con presencia de S. Mutans 65 94,20 %
Pacientes sin presencia de S. Mutans 4 5,79 %

TablaN°2: Porcentaje de pacientes con presencia de Streptococcus mutans en muestras de placa

bacteriana obtenidas mediante Técnica de Cubeta.

En la Tabla N°3 se describen la cantidad de UFC/cm? de Streptococcus

mutans a partir de muestras placa bacteriana de restauraciones oclusales

amalgama y de resina.

38 5 1
39 33 26
40 0 4
41 8 8
42 0 4
43 11 32
44 27 16
45 8 0
46 2 2
47 7 0
48 7 18
49 4 4
50 13 16
51 9 8
52 2 3
53 8 6
54 1 3
55 3 5
56 2 2
57 0 0
58 1 2
59 6 3
60 3 5
61 4 5
62 2 3
63 1 0
64 3 8
65 1 2
66 0 3
67 8 5
68 9 3
69 0 20
X=4,27 X=5,89
D.S=6,09 D.S=6,47

N° de UFC/cm? en UFC/cm? en
muestra amalgama resina oclusal
oclusal
1 0 1
2 1 2
3 1 8
4 1 1
5 7 17
6 1 0
7 0 1
8 0 1
9 4 10
10 1 2
11 5 10
12 0 0
13 1 4
14 0 4
15 0 1
16 3 6
17 1 1
18 13 15
19 1 7
20 5 7
21 0 0
22 1 2
23 0 3
24 2 8
25 3 0
26 4 12
27 3 3
28 1 3
29 4 12
30 2 2
31 0 2
32 0 0
33 8 17
34 13 8
35 2 2
36 22 10
37 4 8

Tabla N°3: UFC/cm’ de S. mutans en muestras de placa

bacteriana en restauraciones clase | de amalgama y resina

mediante la Técnica de Cubeta, X es el promedio y D.S la

desviacion estandar.
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3. Recuento de Streptococcus mutans en restauraciones de

amalgama versus de resina compuesta.

Al aplicar el Test Shapiro-Wilk se obtuvo un p< 0,05, por lo que se utilizo el

Test de Wilcoxon, un test no paramétrico.

El promedio de recuento de Streptococcus mutans (UFC/cm?) en el grupo de
resina compuesta mediante la técnica de cubeta fue mayor que en el grupo
Amalgama. Con un p= 0,004, lo que indica que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los recuentos de amalgama y resina

compuesta.

A continuacién se observa en el grafico tipo caja n° 1 las UFC/cm? en
restauraciones de resina compuesta, la linea negra representa la mediana cuyo
valor es 3 UFC/cm?. Esta linea se extiende al grafico tipo caja n° 2, en donde se
puede comparar con la mediana del grupo amalgama cuyo valor es de 2
UFC/cm?,

=]
|
=]
|

8
|
3]
|

—
o
I
————% %

UFC fecm?2 S mutans Resinas
]
I

=
(=)
I
—

UFC /cm? S mutans Amalgamas
&3
T

Grafico N°1: gréfico tipo caja donde se presentan las  Grafico N°2: Gréfico tipo caja donde se presentan las
UFC/cm? en el grupo resina compuesta. La linea roja UFC/cm® en el grupo amalgama. La linea roja
representa el valor de la mediana de la muestra. Los  representa el valor de la mediana de la muestra de
circulos y asteriscos representan todos aquellos valores ~ resina compuesta. Los circulos vy asteriscos

extremos, siendo los circulos los mas alejados de la  representan todos aquellos valores extremos, siendo
mediana. los circulos los mas alejados de la mediana.
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DISCUSION

Al comparar la cantidad de UFC/cm® de Streptoccocus mutans en
restauraciones de amalgama y resina compuesta mediante la técnica de la
cubeta, se encontraron diferencias significativas, siendo los resultados para el
grupo resina mayor que para el grupo amalgama. Este resultado sustenta la
hipotesis de esta investigacion, donde se esperaba encontrar una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos de muestra. Ademas coincide
con la literatura que sefiala que restauraciones de resina compuesta poseen

mayor recuento de S. mutans que obturaciones de amalgama ®°4°),

Las muestras de amalgama y resina se tomaron en un mismo paciente. De
esta manera nos aseguramos que al momento de tomar las muestras de placa
depositada sobre las restauraciones, estas forman parte de un ecosistema bucal
modificado por determinantes ecoldgicos similares. Ademas debemos considerar
que todas las obturaciones de las cuales se tomaron las muestras se podian
catalogar como Alfa segun los criterios de Ryge modificados (USPHS). Esto
significa que las restauraciones estudiadas se encontraban en condiciones
similares, por lo que la diferencia encontrada no se puede adjudicar a cambios en
el ecosistema o en diferencias en el estado de estas, esto nos indicaria que
cualquier discrepancia se puede deber a las caracteristicas propias de cada

material*®

. La composicion quimica de la superficie de las restauraciones es
importante para la colonizacion bacteriana, particularmente cuando la superficie
posee componentes que pueden resultar beneficiosos o perjudiciales para el

crecimiento de los microorganismos “¥.

Estas cualidades podrian ser un factor importante a considerar al observar
los resultados de este estudio, ya que nos habla de las propiedades biolégicas del
material que estamos estudiando. Con el paso del tiempo las capacidades
mecanicas, estéticas de los materiales de restauracion han mejorado
notablemente, sin embargo en las propiedades biolégicas no pareciera que

ocurriera.
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Se ha aislado S. mutans de biofilm de placa asociada a lesiones de caries
14y se conoce que su adhesién esta relacionada con la composicion del material
de restauracion. Por eso la capacidad que posea el material dental de inhibir el
crecimiento bacteriano y la formacion del biofilm se considera un factor importante

asociado al pronéstico de la restauracion ©.

Se sabe que la amalgama libera componentes antimicrobianos, como la
plata®®, cobre y zinc ©? los cuales han demostrado poseer actividad inhibitoria
bacteriana® y que ademas muchas de las bacterias depositadas sobre estas no

@3 Esto conduciria a menor cantidad de colonias

se encuentran viables
encontradas en superficies, lo que explicaria el menor recuento encontrado en su
superficie. Se han realizado estudios que afirman que la capacidad
antimicrobiana de estos componentes de la amalgama llevaria a disminuir la
posibilidad de formacion de caries secundarias, y que una vez que exista una
lesion adyacente a una amalgama esta progresaria a menor velocidad que una

lesion secundaria a una obturacién de resina compuesta ¢ 84 73,

(43)

La resina compuesta no posee actividad antimicrobiana aun mas

presenta comondmeros que pueden llegar a estimular el crecimiento de especies
bacterianas cariogénicas®?. Las bacterias encontradas en la superficie de
resinas compuestas son viables, lo que puede explicar que el recuento de este
material sea mayor que el de la amalgama. Por lo demas las obturaciones de
resina compuesta presentan mayor microfiltracion que las de amalgama, lo que
contribuirfa a la menor longevidad que presentan las resinas ©®*%%). Estos datos

explicarian el mayor recuento encontrado en este tipo de restauraciones.

Todos los pacientes que se incluyeron al estudio presentaban un alto riesgo
de caries. Se ha observado que el riesgo cariogénico del paciente juega un rol
significativo en la longevidad de la restauracion ‘. Un paciente con riesgo
cariogénico alto se traducird en un medio que actuara de forma negativa sobre las

restauraciones en boca. También, se ha visto, existen diferencias de longevidad
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en los tratamientos en pacientes sobre riesgo alto y bajo, siendo mayor en los
primeros %, Estudios demuestran que la amalgama presenta mayor longevidad
gue la resina compuesta en pacientes de alto riesgo, siendo la principal causa de
fracaso, la caries secundaria Y. Dentro de los microorganismos aislados en
lesiones de caries secundarias encontramos S. mutans y S. sobrinus, quienes
participan activamente en el inicio de la lesién de caries 332, Esto reafirmaria
lo encontrado, ya que, restauraciones con un mayor recuento de S. mutans nos
podria llevar a pensar que en el futuro, estas, pueden desarrolla con mayor
rapidez lesiones de caries secundarias, disminuyendo su longevidad con respecto
a restauraciones con menor recuento bacteriano. Sin embargo, en pacientes de
riesgo cariogénico bajo, las restauraciones de amalgama y de resina compuesta

se comportaban de similar manera en cuanto a su longevidad 9.

En pacientes con bajo riesgo cariogénico la restauracion de resina
compuesta se encuentra en buenas condiciones luego de 12 afios de realizada la
obturacion "? .Este estudio deja abierta las puertas para realizar comparaciones
de restauraciones entre pacientes que presente niveles de riesgo cariogénico
diferente para asi evaluar en recuento de S. mutans depositado sobre
restauraciones. También, se propone hacer comparacion de recuento de distintos
tipos de resinas compuestas, ya que se ha observado que sus diferentes
composiciones, cantidad de material de relleno, tamafio de sus particulas,
presencia de flor, afecta tanto a sus propiedades mecanicas como a sus
propiedades bioldgicas, y por lo tanto , su interaccion con el biofilm de placa

dental.

Otra linea interesante a estudiar podria ser realizar recuento de S. mutans
en pacientes con piezas sanas y piezas selladas. De esta manera podriamos
evaluar realmente la necesidad de colocar sellantes en los pacientes,
especialmente si evaluamos la profundidad del surco. Debemos tener en cuenta
que los sellantes pueden fracasar y presentar irregularidades que podrian
propiciar el desarrollo de biofilm cariogénico con mayor facilidad que un surco de

poca profundidad.
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A pesar del amplio uso de estos materiales de restauracion existe polémica
sobre algunos componentes que presentan en su composicion, en el caso de la
amalgama es controversial el mercurio que forma parte en su composicion y en el
caso de la resina el BPA % 6799 gj pien, esto no afectaria su interaccién con los
microorganismos orales, por lo que no afectarian el recuento de S. mutans, es
importante tenerlo en cuenta ya que puede afectar nuestra decision de usarlos y
la de los pacientes para aceptar un tratamiento.

Respecto a la metodologia, a partir de las muestras tomadas con la técnica
de la cubeta se logro identificar, de acuerdo a morfologia y adherencia al agar,
S. mutans en un 94,20% de los pacientes a los cuales se les tomaron muestras.
Lo cual fue confirmado posteriormente con las pruebas bioquimicas que se
realizaron. Esto que concuerdo con estudios realizados con anterioridad, como

ZUfiiga y colaboradores el 20114V,

Una de las desventajas de esta técnica radica en que se ve limitada s6lo a la
cara oclusal de las piezas dentarias, ya que el agar se desgarra en los espacios
interproximales, lo que haria imposible realizar un recuento de obturaciones que
comprometan esa zona. La técnica de la cubeta no permite conocer el riesgo
bucal cariogénico general del paciente, esta entrega un valor de una zona en
particular y para determinarlo deberia medir la cantidad de S. mutans en la boca

completa, en donde el recuento en saliva sigue siendo el Unico método validado
(72)

Las Caries Secundaria es la responsable del 60% de fracasos de

(43)

restauraciones en la practica del odontélogo general . S. mutans y S. sobrinus,

son considerados los agentes etiolégicos de caries *° 3*°% Debido al concepto
actual de placa ecologica se discute la importancia de ambas especies en la
etiologia de la enfermedad. Conforme a este concepto, cualquier especie que
presente ciertas caracteristicas especificas podria llevar a desarrollar la

enfermedad ¥,
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La importancia de medir la presencia de estas especies en placa bacteriana
de restauraciones radicaria en tener la capacidad de observar en estudios
longitudinales aquellas restauraciones con alto recuento de S. mutans y S.
sobrinus, para finalmente observar el porcentaje de ellas que desarrolla caries
secundaria en el tiempo. Para asi, de este modo tomar medidas preventivas

adecuadas al riesgo de cada de paciente.

Cuando nos encontramos frente a un paciente con un alto recuento de S.
mutans al realizar un plan de tratamiento preventivo debemos enfocar nuestros
esfuerzos en controlar el medio bucal, especificamente a aquellos factores que
favorezcan el crecimiento de un biofilm cariogénico y asi disminuir el riesgo

cariogénico del paciente y evitar la formacion de lesiones de caries.

Los hallazgos del presente estudio permitiran abarcar el riesgo cariogénico
desde una perspectiva mas local, permitiendo tomar medidas preventivas
ajustadas al diente en particular, en especial realizar un buen acabado y pulido
del material de restauracion al evaluarlo clinicamente con los criterios de Ryge,
como asimismo establecer un régimen regular de citas al odontélogo para evaluar
la efectividad de dichas medidas en el tiempo. Esto junto con una buena técnica
de cepillado, aplicaciones de flaor tépico y uso de colutorios nos ayudan a
controlar el biofilm bucal y favorecer la remineralizacion de los dientes. Un
asesoramiento en la dieta, en cuanto a calidad y frecuencia de ingesta de hidratos
de carbono, nos ayudaran a obtener los resultados esperados. Si logramos
controlar el medio bucal, lograremos mantener el equilibrio del ecosistema, lo que

nos llevaria a prevenir el desarrollo de lesiones de caries.

Por dltimo debemos recordar que si bien el recuento de S. mutans es uno
de los factores que favorecen el desarrollo de la enfermedad, la caries es un
proceso complejo donde interactian un amplio nimero de factores, debemos
considerar los resultados hallados en este estudio, especialmente en pacientes de
alto riesgo, para poder realizar un buen plan de tratamiento de acuerdo a sus
necesidades especiales. Es importante tener claro que si bien las propiedades

biolégicas del material de restauracion son importantes existen otros factores
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como, adhesion, sellado marginal, propiedades mecanicas y estéticas que

debemos analizar a la hora de elegir el material a usar.
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CONCLUSIONES

Al finalizar esta investigacion se puede concluir que:

1. Existen diferencias entre el recuento de Streptococcus mutans entre
restauraciones oclusales de resina compuesta y amalgama, siendo menor en las

ultimas.

2. A través de la Técnica de Cubeta es posible aislar y recuperar
Streptococcus mutans a partir de muestras de placa bacteriana dental de

superficie de restauraciones oclusales.
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SUGERENCIAS

e Realizar este estudio controlando variables de rango etario, sexo, nivel

socioeconémico

e Utilizar esta técnica para comparar recuento de S. mutans en pacientes
con diferente riesgo cariogénico.

e Se podria utilizar la técnica de la cubeta para comparar restauraciones de

un mismo material que posean distinto criterio Ryge.

e La técnica de cubeta podria utilizarse como un método para el recuento y
aislamiento de S. mutans en placa bacteriana dental en otros tipos de
restauracion, tales como, vidrio ionémero, incrustaciones metalicas, estéticas,

sellantes.

e Utilizar esta técnica para hacer comparacién entre distintos tipos de
restauraciones y dientes sanos, como, sellantes y dientes sanos, amalgamas e

incrustaciones, amalgama y piezas sanas, etc.

e Efectuar recuento en saliva S. mutans y evaluar la relacién que presenta
con el COPD.

e Realizar un estudio de recuento de S. mutans donde se compare la
arcada superior con la inferior. Asimismo efectuar un analisis comparativo de los

recuentos encontrados en cada pieza dentaria.

o Esta investigacion deja abierta la posibilidad de utilizar la técnica de

cubeta como un método de aislamiento y recuento bacteriano de otras especies
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bacterianas encontradas en la placa dental como Streptococcus sobrinus

modificando el medio de cultivo que se utiliza en las cubetillas.

o Realizar un estudio longitudinal para comparar la muestra obtenida
sobre una restauracion en mas de una ocasion y asi poder establecer la

reproductibilidad de la técnica de cubeta.

o Realizar un estudio prospectivo y reevaluar las restauraciones con
alto porcentajes de S. mutans encontradas en este estudio para poder observar
cual de ellas desarroll6 caries secundarias y asi determinar el valor predictivo de

la técnica.
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ANEXO N°1

Departamento Patologia.

Universidad de Chile

Facultad de Odontologia

Departamento de Odontologia Restauradora, Operatoria Clinica 4° afio.

Departamento Patologia Area de Microbiologia Bucal
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FICHACLINICA
Nombre RUT,
Edad Género
Teléfono Celular Otro
1. Antecedentes Sistémicos generales y farmacolégicos
2. Higiene Bucal
a)Frecuencia de cepillado Nunca 1 2  3omas
b)Uso de otros elementos Seda o hilo dental Colutorios___No usa

c) Hora Ultimo Cepillado
d) COPD

3. Examen Bucal
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ANEXO N°2
Universidad de Chile 51
Facultad de Odontologia
Departamento de Odontologia Restauradora, Operatoria Clinica 4° afio.

Departamento Patologia Area de Microbiologia Bucal

Consentimiento Informado

Titulo del Protocolo: Comparacion de recuento de Streptococcus mutans de biofilm de placa
bacteriana de sobre restauraciones de amalgama y resina compuesta, utilizando el Método de la Cubeta.

Investigador Principal: Prof. Dr. Gustavo Moncada C

Sede de Estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile — Olivos 943 — Santiago.

N (o] g gl o] =R e (] B == To 1T o | (= N

Yo Gustavo Moncada Cortés docente de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Estoy
realizando una investigacién acerca la bacteria que produce la caries, la cual es una de las enfermedades de
mayor frecuencia en la poblacién humana. Les proporcionaré informacion y los invitaré a ser parte de ella. No
tiene que decidir hoy si lo haran o no. Antes de hacerlo pueden hablar acerca de la investigacion con cualquier
persona de su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado y puede que contenga
términos que usted no comprenda, por lo que siéntase con la absoluta libertad para preguntar sobre cualquier
aspecto que le ayude aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido la Investigacion y si usted desea participar, entonces se le pedira que
firme este formulario.

Los aspectos de este formulario tratan los siguientes temas: Justificacion de la Investigacion, Objetivo
de la Investigacion, Tipo de Intervencion y procedimiento, Beneficios y Riesgos Asociados a la Investigacion y
Aclaraciones.

Justificacién de la Investigacion

La caries dental es uno de los principales problemas de salud bucal a nivel mundial, afectando entre el
60% a 90% de la poblacion escolar y a la gran mayoria de los adultos. Su origen es infeccioso y se asocia con
la presencia de altas poblaciones de bacterias adheridas sobre los dientes. La bacteria mas relacionada con
esta enfermedad es el Streptococcus mutans, la cual tiene la capacidad de los transformar los azlcares que
comemos en acidos que debilitan nuestros dientes, facilitando a que la caries se instale sobre ellos. Es
importante considerar que esta bacteria no solo produce caries en dientes sanos sino también en dientes con
obturaciones (“tapaduras”), siendo la principal causa de los fracasos de estos tratamientos.

Para el estudio de esta bacteria se recogen muestras tanto de la superficie de los dientes y sus
obturaciones como de saliva. Esta informaciéon en conjunto con el conocimiento de habitos de higiene y de
alimentacion, sirve para predecir el riesgo de contraer futuras caries como de asegurar el éxito de futuros
tratamientos odontoldgicos.

Objetivo de la Investigacion
La presente investigacion tiene por objetivo comparar el recuento de Streptococcus mutans sobre
piezas obturadas con resina compuesta y amalgama mediante un innovador método.

Beneficio de la Investigacién.

Usted tendra el beneficio de poder someterse a un examen de salud bucal donde podra conocer el
estado actual de boca, y evaluar asi la necesidad de posibles tratamientos.

Aprendera una correcta técnica de higiene en relacion a su edad y condicién psicomotora.

Conocer la cantidad Streptococcus mutans que usted posee, nos permitira dirigir terapias preventivas y
futuros tratamientos segun su riesgo individual, permitiendo asi un menor porcentajes de fracasos.

Tipo de Intervencion y Procedimiento.

Si usted decide participar se le realizara en una primera sesion un examen bucal y se le ensefiara una
técnica de higiene.

Para la toma de muestras de placa dental, se utilizarA una cubetilla, que es una especie de
receptaculo pequefio, del ancho y largo de una pieza dentaria, que en su interior contiene una gelatina que
permite la adherencia y crecimiento de la bacteria en estudio.

La obtencién de la muestra se llevara a cabo presionando suavemente por un minuto esta cubetilla
sobre sus piezas dentarias.

Lugar donde se realizara la intervencion.
El Procedimiento se llevara a cabo durante Operatoria Clinica de 4to afio, ubicada en la Clinica
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Odontolégica de la Facultad de Chile, cuya direccién es Av. La Paz 750, comuna de Independencia. Durante
los lunes de 11 horas a 13 horas y los miércoles de 14 horas a 17 horas.

Riesgo de la Investigacion.

Usted no correra ningun riesgo mediante y posterior al procedimiento de la investigacion debido a que
el material gelatinoso de la cubetilla s6lo entrarda en contacto con su pieza dentaria, la cual tampoco sufria
dafio alguno debido a que la presion ejercida es minima y el material no es perjudicial para la misma.

Aclaraciones

e La participacion es completamente voluntaria

e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la intervencion

¢ Si usted decide puede retirarse cuando lo desee.

e Las muestras obtenidas seran de exclusiva utilizacién para este estudio.

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

¢ No recibira pago por su participacion.

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

e La informacion obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacion de pacientes, sera
mantenida con estricta confidencialidad por los investigadores, para esto, no se utilizara sus nombres sino un
sistema de codigo que enumerara las muestras.

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

1-. Klock B. Effect of caries preventive measures in children with high numbers of Streptococcus mutans and
lactobacilli. Scand J Int 1978,86:221-230
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Carta de Consentimiento Informado
A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontaneamente y en consecuencia acepto que:

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

manera satisfactoria.
2.He sido informado /a y comprendo la necesidad y fines de ser atendido.
3.Tengo conocimiento del procedimiento a realizar.
4.Conozco los beneficios de participar en la Investigacion
5.El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud.

6.Ademas de esta informacién que he recibido, seré informado/a en cada momento y al requerimiento de la

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

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

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

o Nombre del Paciente, Tutor o Representante Legal:

e RUT:

e Firma:

e Fecha:

e Nombre Testigo

* RUT:

e Firma:

e Fecha:

Seccién allenar por el Investigador Principal

He explicado al Sr(a) la naturaleza de la investigacion, le he

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

apego a ella.

« Nombre del Investigador Principal:

e Firma:

e Fecha:

En caso de cualquier duda puede acudir a Av. La Paz 571, Facultad de Odontologia de Universidad de Chile, Area
de Operatoria Dental los dias Lunes de 8 a 13 horas o Miércoles de 14 a 19 horas o comunicarse con Patricio Vildésola a
los nimeros 3152281 o 07-8873845

En caso que Usted tenga cualquier otro tipo de duda con respecto al proyecto en el cual participara puede dirigirse
al Sefior Presidente del Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile Dr. Juan Cortés con
direccion en Sergio Livingstone 943 comuna Independencia.
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Anexo N°3
Criterios Clinicos Generales Ryge/USPHS
A La restauracion presenta excelente condicion y se espera que proteja al diente y
Ifa los tejidos adyacentes

B La restauracion es aceptable pero muestra uno o mas parametros defectuosos.

ravo Serd necesario su reemplazo en el futuro

C La restauracion es inaceptable y necesita reemplazo

harlie
Criterios Clinicos Ryge/USPHS Especificos por Parametro
Alfa Bravo Charlie

Color La restauracion La diferencia en La diferencia en
concuerda en color y | color y traslucidez entre | color y traslucidez entre
traslucidez con la | restauracion y diente | restauracion y diente
estructura dentaria | estan dentro de un rango | estan fuera de un rango
adyacente. aceptable. aceptable.

Adaptacioén La sonda no se La sonda penetra Se observa dentina

Marginal retiene al pasarla a | en un surco cuando pasa | 0 material de base
través de la interfase | por la interfase diente- | expuesto en el margen de
diente-restauracion. restauracion. la restauracion.

Anatomia El contorno de El contorno de la La restauracion
la restauraciéon sigue | restauracién no sigue el | presenta sobre contorno
el contorno del diente. | contorno del diente. en proximal.

Rugosidad La superficie de La superficie de la La superficie de la
la restauracion no | restauracion presenta | restauracién presenta
presenta defectos. defectos superficiales | defectos superficiales

leves. Severos.

Tincién No hay tincion Hay tincion de Hay tincion de mas

Marginal en el margen. menos del 50% del | del 50% del margen.
margen.

Tincion  del No hay tincién Hay mas tincién en La tincion no puede

Material del material o la tincién | la restauracién que en el | ser eliminada mediante
es igual en el diente y | tejido dentario | pulido (tincién de la masa
la restauracion. circundante de material)

Contacto Normal Suave Sin contacto

Sensibilidad No hay Hay  sensibilidad Hay  sensibilidad
sensibilidad cuando se | cuando se sopla con la | cuando se sopla con la
sopla con la jeringa | jeringa triple por 2 seg. a | jeringa triple por 2 seg. a
triple por2seg.alcm | 1 cm. de distancia de la | 1 cm. de distancia de la
de distancia de la | restauracion, con la | restauracion, con la
restauracién, con la | superficie vestibular de | superficie vestibular de
superficie vestibular de | los dientes vecinos | los dientes vecinos
los dientes vecinos | cubiertos con una gasa, y | cubiertos con una gasa, y
cubiertos con una |termina al retirar el | no termina al retirar el
gasa. estimulo. estimulo.

Caries No hay caries Hay caries

Secundaria secundaria. secundaria.
Brillo La superficie de La superficie de la La superficie de la

la restauracion es
brillante.

restauracion es opaca.

restauracion es opaca y
estéticamente
desagradable.

Ryge,G. "Evaluating the clinical quality of restorations."J Am Dent Assoc1972; 87:369-377.
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