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1. RESUMEN

INTRODUCCION: La cavidad oral posee una microbiota residente caracteristica, la
cual, en un estado de equilibrio, coexiste en armonia con el hospedero y es
beneficiosa para el mismo. Esta homeostasis bacteriana puede verse alterada al
ser perturbado el habitat, provocando un desequilibrio de la microbiota residente,
lo que induce al desarrollo de patdgenos oportunistas que facilitan el progreso de
la caries dental, que corresponde a un proceso patolégico mediado por bacterias,
de origen multifactorial, altamente prevalente y costoso de tratar. Entre estos
patdgenos, han sido descritas ciertas especies del género Bifidobacterium, las
cuales corresponden a bacterias Gram positivo, anaerobias, con propiedades
acidogénicas y aciduricas, polimérficamente ramificadas, no mdéviles y no
formadoras de esporas. A la fecha no existen estudios publicados sobre la
diversidad de especies y genotipos de Bifidobacterium spp. en la cavidad oral de

nifos, ni de su asociacién con caries.

OBJETIVO: Analizar las diversidad de especies y genotipos de Bifidobacterium,
en saliva y caries dentinaria de nifios chilenos de 7 a 11 afios de edad con caries y

en saliva de ninos libres de caries.

MATERIAL Y METODOS: Protocolo aprobado por el Comité de Etica de la
Facultad de Odontologia. Previo consentimiento de los padres, se tomaron
muestras de saliva y caries a nifios Chilenos de 7-11 afos (9 sin caries y 9 con
caries), en la Clinica Odontoldgica, Universidad de Chile. Las muestras fueron
sembradas en el medio de cultivo Triptona - Fitona - Extracto de Levadura
modificado (MTPY), selectivo para Bifidobacteriaceae, e incubadas 72 hrs a 37°C
en anaerobiosis. De las colonias crecidas, se seleccionaron 16 al azar desde cada
muestra, para aislamiento de ADN. A través de la realizacién de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) con oligonucledtidos especificos para
Bifidobacteriaceae y oligonucleétidos especificos para amplificacion de un
fragmento de ADN del gen de 16S rRNA bacteriano, en los casos que no
amplificaron con oligonucledtidos especificos para Bifidobacteriaceae. El producto

de PCR fue purificado y posteriormente se secuenciaron e identificaron las
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especies. Finalmente se diferenciaron los genotipos de las especies
pertenecientes a la familia Bifidobacteriaceae, mediante PCR basado en
secuencias repetitivas (REP-PCR) y se realizaron analisis estadisticos de los

resultados.

RESULTADOS: No se detectaron Bifidobacterium spp. en la cavidad oral de los
sujetos de estudio, sin embargo se aislaron otras especies a partir del medio de
cultivo MTPY. Actinomyces odontolyticus fue asociado a la saliva de los nifios,
independiente de su experiencia de caries. Rothia mucilaginosa se vio asociada a
la cavidad oral de los sujetos libres de caries. Lactobacillus spp. se vio asociado a
la cavidad oral de sujetos con experiencia de caries. Parascardovia denticolens

estuvo fuertemente asociada a sitios de caries.

CONCLUSIONES: No se logro validar ni refutar la hipétesis de trabajo del
presente estudio, debido a que no fue posible aislar Bifidobacterium spp, desde las
muestras de los sujetos participantes. Se encontrd asociacidén entre algunas de las
especies aisladas en este estudio, con la experiencia de caries de los sujetos y el
tipo de muestra. Los aislados de Parascardovia denticolens presentaron una

amplia variedad de genotipos, pero con un mismo origen filogenético.



2. INTRODUCCION

La cavidad oral es descrita como un ecosistema diverso, dinamico y unico en el
cuerpo humano, el cual esta en constante cambio de sus condiciones ecoldgicas
(Marsh P., 2003). Estas condiciones son O6ptimas para la colonizacién de
microorganismos que conformaran la microbiota oral normal. Se han detectado
mas de 700 especies o filotipos bacterianos en boca, de los cuales, segun la base
de datos del microbioma oral humano HOMD (Human Oral Microbiome Database:
www.homd.org), aproximadamente el 35% aun no han sido cultivados (Chen T. y
cols., 2010).

La colonizacion bacteriana se inicia durante el parto, momento en el cual la
cavidad oral deja ser un ambiente estéril (Struzycha 1., 2014). A medida que el
bebé crece y con la erupcion de las primeras piezas dentarias, la cavidad oral se
transforma, generandose nuevos microambientes, por lo que la microbiota también
cambia (Struzycha 1., 2014). Los primeros microorganismos en colonizar se
denominan especies pioneras, las cuales corresponden principalmente a especies
aerobias y anaerobias facultativas, Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis 'y
Streptococcus oralis, que son caracteristicas durante los primeros dias de vida
(Struzycha 1., 2014). Con el tiempo, la diversidad de la microbiota estreptocdcica
aumenta. Después de la erupcién de los primeros dientes y durante el primer afo
de vida, se describe una mayor frecuencia de aislados de anaerobios obligados y
Gram negativos (Struzycha I., 2014). Miembros del género Neisseria, Veillonella,
Actinomyces, Lactobacillus y Rothia son comunmente aislados desde la cavidad
oral de nifios (Lakshman S., 2006; Struzycha I., 2014).

Desde el momento de la erupciéon de las piezas dentarias, el esmalte se cubre de
forma permanente de una pelicula dental adquirida, compuesta de una capa de
proteinas y glicoproteinas salivales. Esta pelicula forma la interfaz entre el esmalte
y la biopelicula dental o biofilm (Lee Y. y cols., 2013, Jakubovics N., 2015). La
biopelicula es descrita como una comunidad microbiana estructurada, organizada
y compleja, donde el numero de grupos microbianos que la componen aumenta

hasta que se alcanza un equilibrio, lo que se denomina comunidad climax. La



pérdida de este equilibrio conllevaria al desarrollo de enfermedades orales como

la caries dental (Marsh P. y cols., 2009).

La caries dental corresponde a un proceso patoldégico mediado por bacterias y de
origen multifactorial (OMS, 1987). Dentro de las patologias bucales, es
considerada la enfermedad cronica mas prevalente en la poblacion Chilena
(MINSAL, 2011) , y es altamente costosa de tratar (Sheiham A., 2005).

Actualmente, la hipotesis de la placa ecoldgica, es el modelo mas ampliamente
aceptado para explicar el papel de la microbiota oral en el desarrollo de la caries
(Takahashi N. y Nyvad B., 2011). Este modelo plantea que la homeostasis
bacteriana se puede romper, lo que lleva a cambios en el equilibrio de Ila
microbiota y predispone a la presencia de enfermedad en los sitios donde ocurre
el desequilibrio. Durante el desarrollo de la caries dental la microbiota de la
superficie dentaria se modifica, pasando desde una dominancia de bacterias del
grupo Streptococcus no-mutans y Actinomyces, caracteristicas en estados de
salud donde la acidificacion del ambiente es leve e infrecuente, a una dominancia
de Streptococcus del tipo mutans y otras bacterias, tales como Lactobacillus spp. y
Bifidobacterium spp. en ambientes con condiciones acidas severas y prolongadas
(Takahashi N. y Nyvad B., 2011).

Diversos estudios sefialan una relacion entre la presencia de Bifidobacterium spp.
y el desarrollo de caries dental en adultos (Beighton D. y cols., 2008; Mantzourani
M. y cols., 2009; Beighton D. y cols., 2010; Kaur R. y cols., 2013; Kianoush N. y
cols., 2014). Sin embargo, no existen reportes sobre la diversidad de especies de
Bifidobacterium spp. en la cavidad oral de nifios, ni de su asociacion con la caries

dental.

Estudios con Lactobacillus spp., bacterias con propiedades similares a
Bifidobacterium spp., y con quien coexisten en cavidad oral, sefialan que existe
una mayor diversidad de especies en cavidad oral de nifios sin caries que en nifos
con caries, asi como una menor diversidad de genotipos en estas especies (Dige
l. y cols., 2014; Kianoush N. y cols., 2014).



Por lo tanto, al no existir estudios nacionales publicados que hayan investigado
este tema y considerando el rol primordial de la microbiota oral en el desarrollo de
una de las enfermedades crénicas mas prevalentes en la poblacion Chilena, como
es el caso de la caries dental, se otorga a Bifidobacterium spp. una gran
relevancia en el campo odontoldgico, lo que sustenta el estudio en Chile sobre la
diversidad de especies y genotipos de Bifidobacterium spp. en la poblacion infantil
en relacion a la prevalencia de caries, para de esta forma disefiar estrategias

preventivas y de control del desarrollo de estas cepas bacterianas.



3. MARCO TEORICO

3.1 Caries Dental

La caries dental es definida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), como
un proceso patolégico mediado por bacterias y de origen multifactorial, el cual se
inicia después de la erupcién dentaria, generando el reblandecimiento del tejido
duro del diente y cuyo avance determina la formacion de una cavidad (OMS/WHO,
1987). La caries dental es considerada, dentro de las patologias bucales, la
enfermedad crénica mas prevalente en la poblacion Chilena (MINSAL, 2011). La
lesion de caries se inicia con la desmineralizacion del esmalte, pudiendo avanzar
hasta afectar la dentina y generar dafo pulpar, produciendo dolor e impotencia
funcional. Esta patologia puede presentarse a lo largo de toda la vida y, a pesar de
ser prevenible, su prevalencia y severidad aumentan con la edad (MINSAL, 2013).
Por todos los antecedentes mencionados, la caries dental constituye un problema
relevante en salud publica, debido a las consecuencias e impacto en la calidad de
vida de quienes la padecen, ademas del alto costo de su tratamiento (Sheiham A.,
2005).

Como se plante6é anteriormente, la caries dental corresponde a una patologia
multifactorial. Dentro de los factores que la condicionan toman lugar los estilos de
vida, tales como los habitos alimenticios e higiénicos, los que pueden favorecer el
desarrollo de caries o actuar como factores protectores. Cabe mencionar que los
estilos de vida se ven fuertemente influenciados por los factores sociales, tales
como el nivel de educacion, nivel socioeconémico y condicion urbano-rural. En
nuestro pais existe inequidad en salud, ya que es posible observar un mejor
estado de salud bucal en la poblacion de nivel socioecondmico alto en
comparacién con los niveles mas bajos (Soto L. y cols., 2007a; Soto L. y cols.,
2007Db).

Para medir el estado de salud bucal de los individuos se utilizan indices, que
registran numéricamente los resultados de la incidencia de caries en los dientes
de un grupo de la poblacion. Los indices descritos para determinar la historia de

caries corresponden al indice COPD (COPD: numero de dientes permanentes



cariados, obturados y perdidos por caries), propuesto por Klein H. y Palmer C.
para dientes permanentes, y el indice ceod (ceod: numero de dientes temporales
cariados, con indicacion de extraccion por caries y obturados) para denticion
temporal, éste ultimo corresponde a una modificacion realizada por Gruebbel A.
del indice COPD (Klein H. y Palmer C., 1937; Gruebbel A., 1944).

En nifos con denticidn mixta, se debe considerar tanto el indice COPD como el
ceod. El valor individual de los indices mencionados corresponde a la suma de los
dientes cariados, obturados, perdidos o con indicacion de extraccion. Por otra
parte, al evaluar un grupo de personas, el valor grupal corresponde al promedio de
los valores individuales de los integrantes del grupo evaluado. Las agenesias, los
terceros molares y las piezas extraidas por ortodoncia no son considerados para

este indice.

La OMS, en cuanto a la prevalencia de caries, establece diferentes niveles de

severidad, descritos segun los valores presentados en la Tabla 1 (OMS, 1997):

Tabla 1. Niveles de severidad de la prevalencia de caries dental segun la OMS para
indice COPD y ceod.

Rango de valores Grado de severidad
0,0a1,1 Muy bajo
1,2a2,6 Bajo
2,7a44 Moderado
45a6,5 Alto
6,6 o mas Muy alto

Un sistema estandarizado, basado en la mejor evidencia disponible para la
deteccion temprana y evaluacién de la severidad de caries en etapa tardias,
corresponde al Sistema Internacional para la Deteccion y Evaluacién de
Caries (ICDAS) (Ismail A.y cols., 2007). Esta herramienta, dentro de la deteccién
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de la caries dental, evalua la etapa del proceso de la caries, la topografia (puntos y
fisuras o superficie lisa), la anatomia (corona o raiz) y por ultimo el estado de la
restauracion o del sellador. En cuanto a la evaluacién del proceso de la caries,
éste se realiza segun la etapa (cavitada o no cavitada) y la actividad (activa o
detenida). Este sistema presenta 7 categorias (Tabla 2), la primera o cddigo 0, se
utiliza cuando no hay evidencia de caries, el codigo 1 y 2 describe a caries
limitadas al esmalte, descritas como manchas blancas a marrones, la diferencia es
que en codigo 1, la lesion es detectable sélo luego de un secado de
aproximadamente 5 segundos; las categorias con cédigo 3 y 4 describen a caries
que se extienden en esmalte y dentina, estando la dentina aun no expuesta. Cabe
mencionar que en el codigo 4 se observa la presencia de una sombra oscura
subyacente en dentina. Las ultimas dos categorias, correspondientes a codigo 5y
6, indican la presencia de caries con dentina ya expuesta, éstas se diferencian
segun la extension de la lesion, al estar afectada mas de la mitad de la corona se
clasifica como cédigo 6 (International Caries Detection and Assessment System
Coordinating Committee, 2005; Shivakumar K. y cols., 2009).

Tabla 2: Descripcion de categorias pertenecientes al cédigo ICDAS.

Cadigo Descripciéon
0 Sano
1 Primer cambio visual del esmalte ( visto sélo después de un secado

prolongado con aire o limitada a los confines de un punto o fisura.)

2 Cambio visual distintivo del esmalte.

3 Ruptura localizada del esmalte ( sin signos visuales clinicos de

afectacién de la dentina).

4 Sombra oscura subyacente a dentina.
5 Cavidad distintiva con dentina visible.
6 Extensa cavidad distintiva con dentina visible.




Un nuevo sistema de evaluacion, corresponde a una modificacion del Sistema
Internacional para la Deteccion y Evaluacion de Caries o ICDAS 1, el cual adiciona
un digito al analisis, donde ademas de evaluar el nivel de avance de la caries
descrito anteriormente en ICDAS, correspondiente al segundo digito; presenta un
primer digito con cddigos del 0 al 9. De esta forma, del codigo 0 al 8 se describe el
estado y tipo de restauracion o sellante, utilizando el cédigo 9 s6lo en caso de que

el diente esté ausente (Shivakumar K. y cols., 2009).

A nivel nacional, el Ministerio de Salud (MINSAL) ha realizado numerosos estudios
diagndsticos de salud oral en poblaciones de diferentes rangos etarios, los cuales
buscan establecer la prevalencia de la caries dental en la poblacion Chilena
(MINSAL, 2011). En este contexto, Ceballos M. y cols. (2007) realizaron un
diagnostico en salud bucal de nifios de 2 y 4 afios que asisten a la educacién
preescolar en la Regién Metropolitana en el afio 2007, observando que un 83% de
los nifios de 2 afos no presentaba historial de caries. El dafio por caries en
denticion temporal se midi6é a través del indice ceod, arrojando un valor promedio
de 0,54 + 1,53 piezas dentarias. Este valor estd dado practicamente en su
totalidad por el componente caries, ya que en general, no se encontraron piezas
obturadas o extraidas a esta edad. En los nifios de 4 afios, el porcentaje sin
historial de caries disminuy6 a un 51,98%, y el indice ceod aumento6 a 2,32 + 3,27
piezas dentarias, desglosado en 2,07 piezas cariadas, 0,23 piezas obturadas y

0,03 piezas con extracciones por caries.

Segun el estudio de Soto L. y cols. (2007a), el porcentaje de nifios de 6 afios libres
de caries disminuye a un 29,64%. El ceod promedio a esta edad fue de 3,71
piezas dentarias, valor que se desglosa en 1,95 piezas cariadas, 1,52 piezas
obturadas y 0,24 piezas con extracciones por caries. En cuanto a la denticion
definitiva, el COPD promedio obtenido fue de 0,16 piezas dentarias, cuyo valor se
desglosa en 0,08 piezas cariadas, 0,07 piezas obturadas y 0,001 piezas con
extracciones por caries. Esto indica que, a la temprana edad de 6 afos, ya es
posible observar un nivel moderado de severidad de prevalencia de caries segun

la cuantificacién de la OMS para indice ceod.



Con respecto a los adolescentes de 12 afios, el estudio de Soto L. y cols. (2007b),
sefala un aumento en el porcentaje de adolescentes libres de caries a 37,5%,
como consecuencia al cambio en la denticibn desde denticion temporal a
definitiva. Sin embargo, quienes poseen caries registran un COPD promedio de
1,9 piezas dentarias, el cual se desglosa en 0,75 piezas cariadas, 1,039 piezas

obturadas y 0,112 piezas con extracciones por caries.

En conclusién, la revision por patologias demuestra que la prevalencia de la caries
dental va desde un 16,8% a los 2 afios (Ceballos M. y cols., 2007), hasta casi el
100% de la poblacion adulta (Badenier O. y cols., 2007; MINSAL, 2011). Segun
MINSAL, las condiciones orales repercuten de manera importante en la calidad de
vida de las personas, siendo la caries dental representativa en la pérdida de salud
en menores de 45 afos, y el edentulismo en los de 45 afios y mas (MINSAL,
2011).

3.2 Caracteristicas de la cavidad oral

La cavidad oral corresponde a un ambiente humedo, rico en nutrientes, con una
temperatura que varia entre 35/36 °C y un valor de pH salival entre 6,75 y 7,25
(Struzycha |., 2014). Se describe como un ecosistema diverso, dinamico y unico
en el cuerpo humano, cuyo rasgo caracteristico corresponde a la inestabilidad de
sus condiciones ecoldgicas (Marsh P., 2003; Marsh P., 2005). Estas condiciones
son Optimas para la colonizacién de microorganismos, tales como virus, protozoos,
hongos, arqueas y diversas bacterias (Wade W., 2013). La cavidad oral o boca,
esta constituida por diferentes habitats, incluyendo dientes y superficies mucosas
tales como labios, mejillas, paladar y lengua (Marsh P. y cols., 2009). Estos
habitats promueven el desarrollo de microorganismos, presentando a su vez

diversos microbiomas (Struzycha I., 2014).
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3.3 Adquisicion de microbiota oral residente

En el vientre materno, la cavidad oral del feto corresponde a un ambiente estéril.
(Struzycha 1., 2014). Durante el parto, se inicia la transmisién vertical, la cual
corresponde a la transferencia de microorganismos desde los cuidadores hacia el
nifio, en este caso de madre a hijo (Berkowitz R., 2006). Por lo tanto, durante el
nacimiento y los primeros dias de vida del bebé, donde toma gran relevancia el
amamantamiento, cientos de microorganismos colonizan la cavidad oral.
(Dominguez M., 2010; Zaura E. y cols., 2014).

Los primeros microorganismos en colonizar la cavidad oral se denominan
especies pioneras, y en conjunto constituyen la comunidad microbiana pionera, los
cuales corresponden principalmente a especies aerobias y anaerobias facultativas.
Se ha descrito que, durante los primeros dias de vida del recién nacido, los
organismos cultivables predominantes en boca corresponden a Streptococcus
spp., en particular S. salivarius, S. mitis y S. oralis (Struzycha 1., 2014). La
diversidad de la microbiota aumenta con el tiempo, Actinomyces odontolyticus fue
aislado desde superficies de mucosa oral en bebés desde los dos meses de edad
(Struzycha I., 2014). Por otra parte, especies como Actinomyces naeslundii s6lo
estan presentes desde aproximadamente los 12 meses de edad y una vez que los
dientes ya han erupcionado (Struzycha I., 2014). Con el inicio de la denticion
primaria es posible aislar con mayor frecuencia especies anaerobias obligadas y
Gram negativas (Struzycha |., 2014). Especies pertenecientes a los géneros
bacterianos, Neisseria, Veillonella, Actinomyces, Lactobacillus, Streptococcus,
Haemophilus, Gemella, Granulicatella, Leptotrichia, Fusobacterium y Rothia, son

descritas como predominantes en nifios (Struzycha I., 2014; Lakshman S., 2006).

Con el tiempo, la actividad metabdlica de la comunidad pionera modifica el
entorno, proporcionando condiciones adecuadas para la colonizacion de otras
poblaciones a través de la sucesion microbiana. Esto implica el desarrollo
progresivo de una comunidad pionera (que contiene pocas especies) a través de
varias etapas en las que el numero de grupos microbianos aumenta, hasta que se
alcanza un equilibrio, lo que se denomina comunidad climax, y que por lo general

tiene una gran diversidad de especies (Figura 1). Una comunidad climax refleja
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una situacion muy dinamica entre el hospedero, el medio ambiente y la microbiota.
En este punto, ciertos cambios transitorios tales como la dieta, la variacion en el
flujo salival y el consumo de antibidticos, también afectan la estabilidad de la
microbiota oral (Sheiham A., 2001).

o Pioneer
Transmission ~—» Acquisition and ;
colonization species
Environment
modification
T v
Climax Increasing Microbial
community species diversity succession

Figura 1. Fases ecoldgicas en el establecimiento de una comunidad microbiana (Marsh P.
y cols., 2009).

3.4 Biopelicula dental

La comunidad microbiana asociada a los dientes se conoce como placa dental, la
cual corresponde a un ejemplo de pelicula biolégica denominada biopelicula o
biofilm. El término biopelicula se utiliza para describir las comunidades de
microorganismos unidos a una superficie que se encuentran generalmente
organizados dentro de una estructura tridimensional y encerrados en una matriz

de material extracelular denominado glicocalix (Marsh P. y cols., 2009).

Las superficies dentarias se encuentran cubiertas en forma permanente por una
pelicula, compuesta de una capa de proteinas y glicoproteinas que se forma por
adsorcion selectiva de componentes salivales. Esta pelicula, denominada pelicula
salival adquirida, forma la interfaz entre el esmalte y la biopelicula dental,
modulando la unién de bacterias que se encuentran en la biopelicula (Lee Y. y
cols., 2013; Jakubovics N., 2015).
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Durante la colonizacion bacteriana inicial, la biopelicula estd dominada por los
colonizadores pioneros, que son los primeros en adherirse a la pelicula de esmalte
y son capaces de tolerar la presencia de oxigeno (Jakubovics N., 2015), entre
estos colonizadores se describen especies de cocaceas y bacilos Gram-positivo.
Estas son sucedidas en el tiempo, y de acuerdo a la presion selectiva de
determinantes ecoldgicos, por especies de cocaceas, bacilos, cocobacilos y
fusobacterias Gram-negativo. Finalmente se pueden agregar especies

filamentosas, espirilos y espiroquetas (Kolenbrander P. y cols., 2002) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la constitucion de la biopelicula dental, indicando colonizadores

tempranos o pioneros (Early colonizers) y tardios (Late colonizers) (Marsh P. y cols.

2009).

Las bacterias que forman parte de la comunidad climax de la superficie de la
biopelicula pueden desprenderse y ser transportados a nuevos sitios, entrando en
una “fase planctonica”, de esta forma se inicia otro ciclo de colonizacion

(Kuboniwa M. y Lamont R., 2010)
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3.5 Etiopatogenia de la caries dental

La caries dental corresponde a una interaccién compleja a lo largo del tiempo,
entre bacterias productoras de acido y carbohidratos fermentables ingeridos desde
los alimentos, ademas de diversos factores del hospedero y caracteristicas de los
dientes y la saliva (Figura 3) (Selwitz R. y cols., 2007). El proceso usualmente
progresa de forma lenta, alternando etapas de desmineralizacion vy
remineralizacion en la superficie dental. La frecuencia de ingesta de azucares, la
baja secrecion salival y la pobre higiene bucal, alteran el equilibrio entre los
episodios de desmineralizacién y remineralizacién favoreciendo la pérdida de
minerales desde las piezas dentarias. La supresion del catabolismo de azucar y de
la produccién de acido por el uso de inhibidores metabdlicos o edulcorantes
artificiales no fermentables, o la estimulacion del flujo salival, podrian ayudar en el

mantenimiento de la homeostasis en la biopelicula dental (Marsh P., 2006).

Biofilm bacteriano +
Carbohidratos fermentables

'

| Produccion de acidos |

v

Esmalte dental - — Esmalte dental
sano Desmineralizacion cariado

v

Remineralizacion

f

ca?

PO4
F-

!

Saliva +

Fuente de fluoruro +
Control de placa +

Modificacién de dieta

Figura 3. Diagrama del proceso carioso como un balance regular entre desmineralizacion

y remineralizacion (adaptado de Selwitz R. y cols., 2007).
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En la historia, han existido diferentes lineas de pensamiento sobre el papel de las
bacterias de la biopelicula dental en la etiologia de la caries. Entre ellas, se
menciona la “Hipotesis de Placa Especifica”, la cual propone que sélo algunas
especies son patdgenas y estan activamente involucradas en la enfermedad. Esta
hipotesis ha sido fuertemente debatida, ya que se ha observado que, en
ocasiones, la enfermedad se produce en ausencia aparente de estos patégenos
putativos, y que a su vez éstos también pueden ser aislados desde sitios sanos.
Esto condujo a la “Hipdtesis de Placa no Especifica”, que propone que la
enfermedad se genera como resultado de la actividad global de la microbiota total
de la biopelicula, por lo que una mezcla heterogénea de microorganismos podria

desempefiar un papel en la enfermedad (Marsh P. y cols., 2009).

Actualmente, la “Hipotesis de la Placa Ecoldgica”, es el modelo mas ampliamente
aceptado para explicar el papel de la microbiota oral en el proceso de la caries
(Takahashi N. y Nyvad B., 2011). Esta reune los elementos clave de las dos
hipotesis anteriores, proponiendo que los organismos asociados con la
enfermedad también pueden encontrarse en sitios de salud, pero en niveles bajos
que no son clinicamente relevantes (Marsh P. y cols., 2009). Este modelo plantea
que la biopelicula o placa dental, encontrada en forma natural sobre los dientes,
es beneficiosa para el hospedero, ya que ayuda a prevenir la colonizacion de otras
especies exogenas. La biopelicula dental se mantiene relativamente estable frente
a cambios ambientales menores, proceso conocido como homeostasis
microbiana, que se debe en parte a un equilibrio dinamico entre las interacciones
sinérgicas y antagonicas de las bacterias. Sin embargo, la homeostasis se puede
romper, lo que lleva a cambios en el equilibrio de la microbiota y predispone a la

presencia de enfermedad en los sitios donde ocurre el desequilibrio.

De acuerdo a la “Hipoétesis de la Placa Ecologica”, el proceso de caries consta de
3 fases reversibles (Figura 4). La placa dental corresponde a un ecosistema
microbiano dinamico en el cual bacterias del tipo no-mutans, principalmente
Streptococcus no-mutans y Actinomyces, son claves para mantener la estabilidad
dinamica de un ciclo natural de pH (6,5-7,5), donde la acidificacién del medio es
leve y poco frecuente (fase de estabilidad dinamica). Al aumentar la frecuencia en

el consumo de azucares, la acidificacion del medio se vuelve moderada y
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frecuente. Esta acidificacion es el mayor determinante de los cambios fenotipicos
y genotipicos que ocurren en la microbiota durante el desarrollo de caries,
momento en que especies mas aciduricas (que resisten acido manteniendo su
metabolismo fermentador) aumentan de forma selectiva. En el tiempo, esto lleva a
la pérdida del balance entre desmineralizacién y remineralizacién hacia la pérdida
de mineral desde las piezas dentarias, llevando al inicio o progresién de la caries
dental (fase acidogénica) (Figura 4). En condiciones acidas severas vy
prolongadas, las bacterias mas aciduricas se vuelven dominantes (fase acidurica),
entre ellas se encuentran Streptococcus del tipo mutans y Lactobacillus spp. asi
como ciertas cepas aciduricas de Streptococcus no-mutans, Actinomyces y
Bifidobacterium spp. (Takahashi N. y Nyvad B., 2011).
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Figura 4: Descripcion del proceso de la caries de acuerdo a la Hipdtesis de la Placa
Ecolégica. MS: Streptococcus del tipo mutans, non-MS: Streptococcus del tipo no mutans
(Takahashi N. y Nyvad B. 2011).

Los Streptococcus del tipo mutans corresponden a bacterias descritas como
buenos marcadores de caries dentarias, pero no necesariamente son los agentes
etioloégicos de la enfermedad (Beighton D., 2005). Diversos estudios han

identificado a Streptococcus mutans como el patdgeno mas importante de la
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caries dental, debido a su frecuente aislamiento desde lesiones de caries, sus
propiedades acidogénicas y aciduricas, y su capacidad de adhesién tanto a
superficies dentarias como a otras bacterias. Sin embargo, sus niveles no

necesariamente son altos en biopeliculas asociadas a caries dental.

3.6 El género Bifidobacterium

Desde el phylum Actinobacteria surge el género Bifidobacterium, el cual es
miembro de la familia Bifidobacteriaceae. Fueron aislados por primera vez por
Tisser el afio 1899, desde las heces de bebes lactantes, momento en el cual
recibieron el nombre de Bacillus bifidus, debido a que su morfologia y fisiologia era
muy similar a la de Lactobacillus spp., siendo clasificados dentro de este género
durante gran parte del siglo XX. La familia Bifidobacteriaceae consta de 7 géneros:
Bifidobacterium, Aeriscardovia, Falcivibrio, Gardnerella, Parascardovia, Scardovia

y Alloscardovia, los cuales han sido aislados desde fuentes humanas y animales.

Los miembros del género Bifidobacterium son Gram positivo, anaerobios, con
propiedades acidogénicas y aciduricas, polimorficamente ramificados, no méviles
y no formadores de esporas. Pueden ser agrupados en funcion a seis diferentes
habitats donde han sido encontrados: el intestino humano, la cavidad oral, los
alimentos, el tracto gastrointestinal de los animales, el intestino de insectos y las

aguas residuales (Turroni F. y cols., 2010).

A la fecha, han sido reconocidas 53 especies de Bifidobacterium

(www.bacterio.net/bifidobacterium.html), de las cuales, 45 genomas han sido

secuenciados (Sun Z. y cols., 2014). Los analisis comparativos de estos genomas
han aportado una gran cantidad de informacion para la comprension del proceso
que subyace la especiacion y evolucion del género Bifidobacterium, asi como la

adaptacién a su habitat especifico (Turroni F. y cols., 2010).

Estas bacterias son relativamente dominantes en la microbiota intestinal humana,
y se clasifican dentro del grupo de bacterias intestinales beneficiosas, utilizadas
como probidticos (Ventura M. y cols., 2009). Algunas cepas de bacterias

probidticas se han sugerido para mejorar la salud oral, ya que se ha visto que
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disminuyen el numero de Streptococcus del tipo mutans en saliva. Sin embargo,
ciertas especies de Bifidobacterium han sido asociadas a la progresion de la

caries dental (Haukioja A. y cols., 2008).

3.7 Bifidobacterium spp. y caries dental

Diversos estudios sefalan una relacién entre la presencia de Bifidobacterium spp.
y el desarrollo de caries dental (Modesto M. y cols., 2006; Beighton D. y cols.,
2008; Mantzourani M. y cols., 2009; Beighton D. y cols., 2010; Kaur R. y cols.,
2013; Kianoush N. y cols., 2014).

En un estudio realizado por Modesto M. y cols. el afio 2006, se evalué la presencia
y distribucion de miembros de la familia Bifidobacteriaceae, en la placa dental y
sitios de caries de 34 sujetos entre 25 y 60 anos de edad. El estudio concluyé que
Scardovia inopinata era la especie mas frecuentemente aislada desde sitios de
caries, mientras que Bifidobacterium dentium era mas numerosa en la placa
dental. Por otra parte, el recuento de Parascardovia denticolens era similar en

ambos habitats.

El ano 2008, Beighton D. y cols. analizaron la presencia de miembros de la familia
Bifidobacteriaceae en muestras salivales de 192 individuos adultos dentados vy
muestras de dentina infectada desde lesiones de caries radiculares de 9
individuos. Desde las muestras obtenidas, Bifidobacterium dentium fue la especie
aislada e identificada mas predominante, seguida por Bifidobacterium longum,
Scardovia inopinata, Parascardovia denticolens, Bifidobacterium scardovii y
Alloscardovia omnicolens. En dicho estudio se concluy6é que Bifidobacteriaceae
estaban presentes en altos niveles en la cavidad oral de adultos y que su numero
estaba significativamente correlacionado con la presencia de microorganismos
frecuentemente asociados a caries como Streptococcus del tipo mutans,

Lactobacillus spp. y levaduras.

Mantzourani M. y cols. (2009) evaluaron la diversidad de especies de
Bifidobacteriaceae en adultos entre 30 y 85 afios de edad, analizando muestras de

placas dentales supragingival de superficies sanas y de dentina infectada de
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lesiones radiculares blandas y activas y de lesiones radiculares rugosas. En los
aislados obtenidos se identifico B. dentium, B. subtile, P. denticolens, S. inopinata,
S. genomospora C1, B. breve y B. longum. B. dentium fue la especie mas
predominante, representando el 80% de los aislados clinicos obtenidos desde
lesiones de caries tanto blandas como rugosas. B. breve fue aislada desde ambos
tipos de lesiones, al igual que B. subtile. B. longum fue encontrado en un muy bajo
nivel en solo una de las muestras de placa de superficies radiculares sanas

expuestas.

En el afio 2010, Beighton D. y cols. analizaron muestras de saliva de 156 adultos
mayores, determinando los niveles salivales de Bifidobacterium spp., encontrando

una asociacion positiva entre éstos y el numero de piezas con caries y obturadas.

Kaur R. y cols. (2013) evaluaron los niveles salivales de Bifidobacteriaceae de 22
nifios libres de caries y 38 con caries activas. Como resultado, obtuvieron que un
95% de los nifios con caries activas presentaron aislados clinicos, en contraste a
sélo un 9% de los nifos libres de caries. Ademas, los niveles salivales de
Bifidobacteriaceae se correlacionaron significativamente con la cantidad vy
frecuencia de ingesta de azucares en la dieta y la higiene oral, y significativamente

asociados con la experiencia de caries de los nifios del estudio.

A la fecha, no existen estudios publicados sobre la diversidad de especies de
Bifidobacterium spp. o de miembros de la familia Bifidobacteriaceae en la cavidad

oral de nifos, ni de la asociacion de determinadas especies de éstos con caries.

El afio 2014, Kianoush N. y cols., estudiaron la placa bacteriana asociada a
lesiones de caries en dentina y su relacién con el pH de la lesion, por medio de
secuenciacion de los genomas de la microbiota presente. Los resultados del
estudio determinaron que la poblacion bacteriana se volvia menos diversa a
medida que la caries dentinaria aumentaba en profundidad y disminuia en pH.
Solo algunos géneros bacterianos se encontraban representados en las zonas
mas profundas de las caries dentinarias, entre los que se mencionan
Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. y Parascardovia spp., entre otros. Algunas
de las especies encontradas pertenecientes a estos géneros fueron identificadas

como B. dentium, L. rhamnosus, L. fermentum y L. crispatus. Todos estos
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resultados indicarian que existe una seleccidbn de los microorganismos que

habitarian en esa condicién, los que varian dependiendo del sitio en cavidad oral.

Lactobacillus spp. corresponden a bacterias que poseen propiedades similares a
Bifidobacterium spp. y con las cuales coexisten en cavidad oral (Dige I. y cols.,
2014; Kianoush N. y cols., 2014). Piwat S. y cols., realizaron un estudio sobre la
diversidad de especies de Lactobacillus spp. en la cavidad oral de ninos,
determinando que existe una mayor diversidad de especies en la cavidad oral de
niRos sanos y con baja prevalencia de caries que en nifos con una moderada a
alta prevalencia de caries (Piwat S. y cols., 2010). Junto con esto, realizaron un
analisis de la diversidad genotipica de las especies aisladas, a través de PCR con
oligonucledtidos arbitrarios (AP-PCR), encontrando que el grupo de nifios con alta
prevalencia de caries estaba frecuentemente colonizado por mas de un genotipo,
en contraste a los individuos del grupo con baja prevalencia de caries (Piwat S. y
cols., 2010).

En base a todos los antecedentes presentados se puede hipotetizar que en saliva
de individuos con caries y en las lesiones de caries, la diversidad de géneros y de
especies es menor a la que encontrariamos en la cavidad oral de individuos libres
de caries. Al contrario, la diversidad genotipica de las especies encontradas seria
mayor en la cavidad oral de los individuos con caries, tanto en saliva como en

sitios de lesiones de caries, en comparacion a la cavidad oral de individuos sanos.

Como se menciond anteriormente, no existen estudios publicados sobre la
diversidad de especies de Bifidobacterium spp. en la cavidad oral de nifios, ni de
Su asociacion con caries, asi como tampoco estudios sobre su diversidad
genotipica en cavidad oral. Especies como B. dentium y B. longum han sido
descritas como microorganismos asociados a caries dental s6lo en adultos. Junto
con esto, tampoco existen en Chile estudios publicados sobre la presencia de este
microorganismo en cavidad oral, ya sea en sujetos sanos o con caries dental, la
patologia crénica mas prevalente en la poblacién Chilena. Debido a esto, y
sumado al creciente consumo de probiodticos del tipo Bifidobacterium en la
poblacioén, sobre todo infantil, resulta de gran relevancia identificar cuales son las

especies relacionadas con el desarrollo de esta patologia, sobre todo en nifios, y
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cuales serian las variantes genotipicas de las cepas en relacion a estados de
salud y desarrollo de caries dental de nifios Chilenos. Dados todos estos
antecedentes, en este estudio se propuso analizar la diversidad de especies y
genotipos de Bifidobacterium, en saliva y caries dentinaria de nifios Chilenos de 7

a 11 afos de edad con caries y en saliva de nifios libres de caries.
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4. HIPOTESIS.

Existe una menor diversidad de especies de Bifidobacterium, asi como una mayor
variedad de genotipos de estas especies, en saliva y lesiones de caries de nifios
chilenos de 7 a 11 afios de edad con caries dentinaria, en comparacion a saliva de

niNos sin caries.

5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL.

Analizar las diversidad de especies y genotipos de Bifidobacterium, en saliva y
caries dentinaria de nifios chilenos de 7 a 11 afios de edad con caries y en saliva

de nifos libres de caries.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar las especies del género Bifidobacterium presentes en saliva y
caries dentinaria de nifios chilenos de 7 a 11 afios de edad con caries, y en saliva

de nifios sin caries.

2. Analizar los genotipos de los aislados de Bifidobacterium spp. obtenidos
desde saliva y caries dentinaria, de nifios chilenos de 7 a 11 afios de edad con

caries y desde saliva de nifios sin caries.

3. Comparar la diversidad de especies y genotipos de los aislados de
Bifidobacterium spp. obtenidos desde saliva y caries dentinaria de nifios chilenos

de 7 a 11 anos de edad con y sin caries.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Sujetos y examen clinico

Este protocolo de estudio esta aprobado por el Comité de Etica Cientifica de la
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. 18 nifios Chilenos entre 7 a 11
afios de edad fueron reclutados desde la Clinica Odontolégica de la Facultad de
Odontologia, Universidad de Chile. 9 niflos sin caries y 9 niflos con caries
profundas de dentina en diente primer molar permanente. El tamano muestral fue
determinado por conveniencia. Para esto el investigador principal explicé los
objetivos del proyecto de investigacion al padre/madre del nifio, invitandolos a
participar voluntariamente. Posterior a su aceptacién de participar y previa firma de
consentimiento informado, se recolectaron las muestras desde cada nifio (como se
sefala mas adelante) y se determind su estatus de caries, que se expresé como
indice ceod y COPD (para dentadura temporal y permanente, respectivamente) de
acuerdo a los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud, 1997. El examen
clinico y la toma de muestras fueron realizados por el Dr. Andrés Celis Sersen,

Cirujano Dentista de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

Los nifios fueron divididos en dos grupos: el grupo libre de caries, cuyo COPD y
ceod era 0, y el grupo con experiencia de caries, que presentaban una o mas
caries dentinarias. Desde los sujetos libres de caries se tom6é una muestra de
saliva, y desde los sujetos con al menos una caries dentinaria se tomd una
muestra de saliva y una desde un sitio con caries. Los sujetos con desarrollo de
caries pero en ausencia de caries dentinaria, no fueron considerados para este
estudio, al igual que los sujetos que hubiesen consumido antibidticos durante el

ultimo mes.

Los padres de todos los nifios examinados recibieron informacion acerca del
estatus de caries de su hijo, asi como recomendaciones para mejorar su salud oral

y un kit de limpieza dental.

23



6.2 Toma de muestras de saliva y desde sitios de caries

Todas las muestras fueron recolectadas bajo luz artificial, en un box dental,
utilizando instrumental estéril (sonda de caries y espejo n°5) al menos una hora
después de la ultima comida y del cepillado. Se determind la experiencia de
caries, expresada como indice ceod y COPD (Klein H. y Palmer C., 1937) de
acuerdo a los criterios de la Organizacién Mundial de la Salud, 1997. Esto fue
realizado por un Cirujano Dentista de la Universidad de Chile, el cual se encuentra
calibrado con un indice kappa de Cohen de 0,83. Las muestras desde sitios de
caries dentinaria fueron colectadas con cuchareta de caries previamente
esterilizada y depositadas en 100 pl de buffer fosfato salino (PBS, pH 7,2)
(Kuribayashi M. y cols., 2012). Para las muestras de saliva no estimulada, se les
solicité a los sujetos asumir la posicion de cochero (Navazesh M., 1993),
depositando saliva durante 5 min en un tubo plastico estéril previamente rotulado,

reuniendo aproximadamente 1 ml de saliva por sujeto.

Posteriormente fueron almacenadas a 4°C por un tiempo breve, hasta su traslado

al laboratorio de bioquimica y biologia oral donde fueron procesadas.

6.3 Preparacion del medio de cultivo Triptona - Fitona — Extracto de Levadura
modificado (MTPY)

Para el aislamiento de Bifidobacteriaceae se utilizé el medio de cultivo descrito
como selectivo para estos microorganismos por Beighton D. y cols., (2010). Este
constaba de: peptona 7 g/L, triptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, glucosa 15
g/L, rafinosa 5 g/L, K;HPO4 2 g/L, MgCl,; x 6H,0 0,5 g/L, ZnSO4 x 7H20 0,25 g/L,
CaCl; 0,15 g/L, FeCl3 0,001 g/L, agar 15 g/L, se esteriliz6 mediante autoclave a 15
p.s.i. durante 20 min y luego se agregé tween 80 0,1% v/v y mupirocina 5 mg/ml
(Beighton D. y cols., 2010).

6.4 Aislamiento y crecimiento de Bifidobacteriaceae desde las muestras

Los 100 pL de la muestra de sitios de caries en PBS fueron sometidos a diluciones
seriadas 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000 v/v, de las cuales 100 ul fueron
depositados sobre la superficie de placas de medio MTPY modificado, con la

finalidad de aislar las diferentes especies de Bifidobacteriaceae presentes en esta
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muestra (Beighton D. y cols., 2010). EI mismo procedimiento fue llevado a cabo
con las muestras de saliva, donde las diluciones 1:100, 1:1000 y 1:10000 fueron
sembradas. Todas las placas fueron incubadas a 37°C, en anaerobiosis, ambiente
logrado mediante el uso de sobres de anaerobiosis Mitsubishi™ AnaeroPack-
Anaero, insertos en jarras de anaerobiosis durante 72 h, como se describe

previamente (Beighton D. y cols., 2010).

De las unidades formadoras de colonias (U.F.C.) crecidas, presuntivamente
identificadas como Bifidobacterium spp. (colonias blanquecinas, pequenas,
céncavas, de borde liso) (Whitman W. y cols., 2012), fueron seleccionadas al azar
al menos 16 de ellas desde cada muestra, cada una de las cuales fueron re-
sembradas en placas de medio sélido MRS (Oxoid) suplementado con 0,02% p/v
de cisteina y 0,34% p/v de ascorbato de sodio (Hirayama Y. y cols., 2012) e
incubadas como se indic6 anteriormente, para su crecimiento y la posterior

extraccion de ADN.

6.5 Extraccion de ADN genémico

Las muestras de ADN fueron obtenidas utilizando el kit FTA-Cards Whatman® y
siguiendo las recomendaciones del proveedor. Brevemente, colonias de aislados
de Bifidobacterium spp. fueron resuspendidas en 50 pl de PBS y depositadas en
cartas de filtros FTA (Whatman®). Luego se dejaron secar cercanas al mechero.
Desde cada filtro FTA con los 50 pl de solucion vertida se obtuvieron dos
perforados de 1,2 mm de diametro que recibieron tres lavados seriados con 200
ML de reactivo FTA (Whatman®) durante 5 min y tampoén TE (Tris 10 mM, EDTA 1
mM pH 8,0) de igual forma. Posteriormente los perforados fueron secados a 55

°C, quedando el ADN gendmico depositado sobre éstos.

6.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Un fragmento de aproximadamente 500 pb del gen de 16S rRNA fue amplificado
por PCR, utilizando los oligonucleétidos especificos descritos para
Bifidobacteriaceae (Bif164mod: 5-GGGTGGTAATRCCSRATG-3’ y Bif662mod: 5'-
CCACCGTTACACCGRGAA-3’) (Beighton D. y cols, 2010). Para la realizacién de

la PCR se utiliz6 como templado el ADN gendmico fijado en los filtros de disco de
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1,2 mm obtenidos desde el proceso anterior; 1 uM de cada oligonucleétido; 0,2
mM de mezcla de dNTPs (Thermo Scientific®), 0,05 U/ul de DreamTaq ADN
polimerasa (Thermo Scientific®), y 1x de tampon de PCR que contiene 1,5 mM de
MgCl,. La amplificacion fue llevada a cabo en el termociclador PCR GeneAmp
2400 (PerkinElmer) y el proceso consistié en una desnaturalizacion inicial de 94 °C
por 2 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 30 sy 72 °C por 30 s,
con una etapa final de 72 °C por 5 min. Las muestras que no amplificaron con los
oligonucledtidos especificos para Bifidobacteriaceae fueron sometidas al mismo
programa pero utilizando oligonucleétidos especificos para la amplificacion de un
fragmento de ADN de aproximadamente 1500 pb del gen de 16S rRNA bacteriano,
PU1R: 5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3 y PU1F: 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ (Cogulu D. y cols., 2008). Posteriormente, se
procedi6 a realizar la reaccion con similares condiciones. Todos los
oligonucledtidos utilizados en este estudio fueron manufacturados por Integrated

DNA Technologies, Inc (https://www.idtdna.com/site).

6.7 Electroforesis horizontal de ADN

Alicuotas del producto de PCR fueron analizadas en geles de agarosa al 1% .
Brevemente, la agarosa fue suspendida en tampdén TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1
mM Naz;EDTA) y calentada hasta el punto de ebullicién, y posteriormente se dejo
enfriar hasta una temperatura de 50°C a 55°C, momento en el cual se le agrego
safeview NBS Biologicals Ltda, que permite la visualizacion de acidos nucleicos a
través de transiluminaciéon ultravioleta. La solucion fue vertida en una placa de
acrilico provista de una peineta con espaciadores y se dej6 gelificar a temperatura
ambiente por 20 min. El gel fue trasladado a una camara de electroforesis que
contenia amortiguador TAE 1X. 5 ul del producto de PCR fueron mezclados con 1
Ml de tampdon de carga 6X (30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% de
xilencianol, 10 mM Tris-HCI pH 7,6) y posteriormente fueron depositados en los
bolsillos del gel. La electroforesis se realizé a 100 V por tiempos variables,
después de lo cual los geles de agarosa fueron observados en un transiluminador
de radiacién ultravioleta. Los geles se fotografiaron con el sistema de captura de
imagen GelLogic (Carestream) y la imagen se proces6 en un computador (Lefimil
C.ycols., 2013).
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6.8 Purificacion de ADN

El producto de PCR fue purificado utilizando el kit FavorPrep TM GEL/PCR
Purification Kit (Favorgen Biotech Corp.). A partir de un gel de electroforesis de
ADN en agarosa, y siguiendo las recomendaciones del proveedor, se cortaron y
pesaron trozos de no mas de 300 mg de la zona del gel que mostraba
visualizacion de acidos nucleicos a través de transiluminacién ultravioleta, que
fueron traspasados a tubos eppendorf a los cuales se le agregaron 500 ul de
buffer FADF y se incubaron a 55 °C durante 10 a 15 min hasta disolver
completamente el gel. Posteriormente, se traspasaron 800 ul de la muestra a la
columna de FADF y se centrifugd durante 30 s descartando el excedente, luego se
agregaron 750 pl de Wash buffer a la columna y se volvié a centrifugar durante 30
s descartando el excedente, se centrifugd nuevamente durante 3 min y se dejo
secar la columna a temperatura ambiente. Posteriormente, se trasladé la columna
a un nuevo tubo eppendorf y se agregaron 40 pl de Elution buffer en el centro de
la misma, se esperd durante 2 min para centrifugar posteriormente durante 2 min.

El ADN obtenido se conservo a -20 °C.

6.9 Secuenciacion e identificacion de especies

El producto de PCR purificado fue secuenciado en Macrogen USA. Las
secuencias obtenidas fueron analizadas realizando un alineamiento contra la base
de datos no-redundante (nr) utilizando el programa BLAST

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), y se corroboraron realizando el mismo

procedimiento pero utilizando la base de datos de 16S rRNA de bacterias y
arqueas del NCBI. Se consideré una identificacion positiva cuando existia mas de
un 90% de identidad de secuencia. El analisis de los resultados de los
alineamientos permitié identificar a las especies bacterianas presentes en cada

muestra.
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6.10 Diferenciacion de genotipos de las especies por PCR basado en

secuencias repetitivas (Repetitive Sequence-Based PCR: REP-PCR)

Luego de la identificacion de especies, las U.F.C. de interés fueron analizadas
genotipicamente mediante REP-PCR, como se describe en el estudio de Beighton
D. y cols., (2008). EI ADN gendmico fue purificado como se describio
anteriormente en la seccién 6.8. Para la REP-PCR se utilizé el oligonucledtido
BOX1AR, 5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3'. La reaccién constaba en 0,2
mM de cada ANTP (Thermo Scientific®), 0,05 U/ul DreamTaq ADN polimerasa
(ThermoScientific®), y 1x de tampdn de PCR que contiene 1,5 mM de MgCl,. La
amplificacién comenzé con una denaturacion inicial (4 min a 94°C), seguido por 40
ciclos de denaturacion (1 min a 94°C), hibridacion (2 min a 45°C), y extensién (2
min a 72°C) con una etapa de extension final (5 min a 74°C) (Alam S. y cols.,
1999). Alicuotas de los productos de la REP-PCR fueron analizadas en geles de
agarosa al 1,5%, preparados como se describe en la seccion 6.7 y comparadas

utilizando el programa TreeCon (Van de Peer Y. De Wachter R.; 1994).

6.11 Analisis estadisticos

Para determinar si la distribucién de las edades de los participantes de ambos
grupos en estudio fue similar, se utilizé el test no paramétrico Wilcoxon-Mann-
Whitney debido a que ninguno de los grupos presentd distribucién normal. Se
consideré como hipétesis nula (Hp) que ambos grupos eran similares (poseian
medianas similares); como hipdtesis alternativa (H1) que ambos grupos difieren en
distribucion (sus medianas son diferentes). Se rechazé la hipdtesis nula con

valores de p<0,05.

Con los resultados de secuenciacion se realizé un analisis de la prevalencia de las
diferentes especies encontradas en saliva y sitios profundos de caries, asi como
su asociaciéon con la ausencia o presencia de caries. Se utilizé el test exacto de
Fisher para analizar asociacion entre dos variables dicotémicas en muestras con n
pequefio. Se consider6 como hipétesis nula (Ho) la independencia entre las dos

variables y la significancia estadistica fue fijada en p<0,05 para este analisis.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion de la poblacién en estudio.

Para el estudio fueron incluidos un total de 18 participantes, con edades entre los
7 y 11 anos. De éstos, 9 se encontraban libres de experiencia de caries y 9 con al

menos una caries dentinaria.

En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas demograficas de los nifios
participantes en ambos grupos del estudio. La edad promedio para el grupo libre
de caries fue de 9,7 + 1,5 afnos y para el grupo con experiencia de caries fue de
9,6 + 0,5 anos. Las medianas de ambos grupos fueron 10 afos. Ambos grupos
presentaron una distribucion etaria similar, no existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre ellos (Test Wilcoxon-Mann-Whitney p=0,31).
La distribucion por sexo fue similar en el grupo libre de caries, con 5 sujetos del
sexo femenino y 4 del masculino, y asimétrica en el grupo con experiencia de
caries, con 6 sujetos del sexo femenino y 3 del masculino. EI COPD y ceod
promedio del grupo con experiencia de caries arrojé un valor de 0,7 £+ 1y de 4 +

2,6, respectivamente.

Tabla 3: Caracteristicas demograficas de la poblacién en estudio.

Grupo libre de caries Grupo con experiencia de
caries
N 9 9
Edad Promedio 9,7 £ 1,5 anos 9,6 £ 0,5 anos
Sexo 5 femenino/ 4 masculino 6 femenino/ 3 masculino
COPD Promedio 0 0,7 +1
ceod Promedio 0 4+26
Mediana 10 afos 10 afios
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7.2 Crecimiento bacteriano.

A partir del 94% de las muestras de saliva, y desde el 100% de las muestras de
sitios de caries, se obtuvo crecimiento en las placas con medio de cultivo MTPY,
descrito como selectivo para Bifidobacteriaceae (Figura 5). Algunas de las U.F.C.
desarrolladas, fueron identificadas presuntivamente como Bifidobacterium spp. por
su aspecto de colonias blanquecinas, pequefas, concavas y de bordes lisos
(Whitman W. y cols., 2012).

Figura 5: Presuntas U.F.C. de Bifidobacteriaceae crecidas en medio MTPY.
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7.3 Purificaciéon de ADN genémico y Reacciéon en Cadena de la Polimerasa.

A partir de las U.F.C. presuntivamente identificadas como Bifidobacterium spp., se
procedié a la purificacion del ADN gendémico (ADNg), tal como se sefala en la
seccion 6.5 de materiales y métodos. El ADNg obtenido fue utilizado como molde
para amplificar mediante PCR un fragmento de aproximadamente 500 pb
utilizando oligonucleétidos especificos descritos para Bifidobacteriaceae (Beighton
D. y cols., 2010). Se utilizé B. animalis spp. lactis DN173010 como control positivo
de amplificacién. Sélo un pequeno porcentaje de las muestras obtenidas desde un
sitio con caries presentd amplificacion positiva de un fragmento de 500 pb (Figura
6).

M + - 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1500
500

1500
500 o —

L T

Figura 6: Amplificacion por PCR de un fragmento de aproximadamente 500 pb del gen
16S rRNA de diferentes aislados clinicos. Se observa una foto representativa de un gel de
agarosa al 1% en tampon TAE 1X, que muestra el resultado de la PCR. M: marcador de
tamafio molecular de ADN, (+): control positivo con la cepa B. animalis spp. lactis
DN173010, (-): control negativo utilizando H,O en vez de DNA molde en la reaccion,
carriles 1-21: diferentes aislados clinicos, carriles 19, 20 y 21: se indica con flecha roja

los amplificados de aproximadamente 500pb.
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En ambos grupos, a partir de las muestras salivales, no hubo amplificacién con los
oligonucledtidos especificos para Bifidobacteriaceae lo que indicd ausencia de
miembros de esta familia en estas muestras. Por esto, y para determinar a qué
correspondian las especies aisladas en el medio MTPY, se realizé amplificacion
por PCR, mediante oligonucledtidos especificos de un fragmento de ADN de
aproximadamente 1500 pb del gen de 16S rRNA bacteriano, como se describe en
la seccidén 6.6 de materiales y métodos (Cogulu D. y cols., 2008). En este caso se
utilizé ADNg de la cepa L. casei ATCC 334 como control positivo de amplificacion
(Figura 7). La mayoria de las muestras presenté amplificacion positiva, indicando
que correspondian a bacterias. Las muestras que no amplificaron fueron

descartadas como hongos o levaduras.
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Figura 7: Amplificaciéon por PCR de un fragmento de ADN de aproximadamente 1500 pb
del gen de 16S rRNA bacteriano, en diferentes aislados clinicos. Se observa una foto
representativa de un gel de agarosa al 1% en tampon TAE 1X con el resultado de la PCR.
M : marcador de tamafio molecular de ADN, (+): control positivo con la cepa L. casei
ATCC 334, (-): control negativo utilizando H,O en vez de DNA molde en la reaccion,

carriles 1-27: diferentes aislados clinicos con amplificacion de aproximadamente 1500 pb.
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7.4 Determinacion de especies por secuenciacion.

Los productos de PCR obtenidos desde las muestras, fueron enviados a
Macrogen USA, para su respectiva secuenciacién. Al analizar las secuencias
obtenidas mediante alineamiento contra la base de datos no-redundante (nr)

utilizando el programa BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST), y luego de

corroborar los resultados utilizando la base de datos de 16S rRNA de bacterias y
arqueas del NCBI, se evidencié que, pese a que el medio de cultivo se describe
como selectivo para Bifidobacteriaceae (Beighton D. y cols., 2010), las especies

que crecian en él, en general, no pertenecian a esta familia (Tabla 4 y Tabla 5).

7.4.1 Distribucion de especies en cavidad oral, segun experiencia de caries

de los participantes.

En las muestras obtenidas desde la cavidad oral de los nifos libres de caries, se
encontr6 que las especies mas predominantes pertenecian al género
Actinomyces, con un total de 28 aislados (Tabla 4). Dentro de ellas, A.
odontolyticus resultd ser la especie mas abundante, con 21 de los 28 aislados del
género. Rothia mucilaginosa, resulté ser la segunda especie mas predominante en
este grupo. Otras especies encontradas en menor proporcion fueron, Eubacterium

sulci, Lactobacillus gasseriy Lactobacillus rhamnosus.

Con respecto a las muestras desde la cavidad oral de los nifios con experiencia de
caries, se encontré6 que las especies mas abundantes también pertenecian al
género Actinomyces, con 31 aislados, siendo A. odontolyticus la especie mas
abundante, con 19 de los 31 aislados del género, seguido por A. oris, con 10
aislados. El segundo género mas predominante resulté ser Lactobacillus, con un
total de 20 aislados, siendo L. gasseri la especie mas abundante. Especies
encontradas en menor numero correspondieron a Parascardovia denticolens,

Pseudomonas spp., Rothia dentocariosa y Rothia mucilaginosa (Tabla 4).

Al comparar la presencia de las diferentes especies en ambos grupos de nifios se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para R. mucilaginosa, la

cual se encontr6 asociada a la cavidad oral de sujetos libres de caries (p= 0,023),
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y para Actinomyces odontolyticus, asociada a la cavidad oral de sujetos libres de
caries (p= 0,039). Por otra parte, el género Lactobacillus, se vio fuertemente
asociado a la cavidad oral de sujetos con experiencia de caries, en comparaciéon a

los libres de caries (p= 0,0095).

Tabla 4: Distribucién de especies en cavidad oral de sujetos libres de caries y con

experiencia de caries.

N2 de aislados
Cavidad oral
libre de
Cavidad Cavidad oral caries/ con
oral libre |con experiencia | experiencia
Especies de caries * | de caries** de caries (p)
Actinomyces naeslundii 3 2 0,38
Actinomyces odontolyticus |21 19 0,039
Actinomyces oris 2 10 0,119
Actinomyces spp. 2 - 0,153
Eubacterium sulci 1 - 0,394
Lactobacillus casei - 2 0,517
Lactobacillus fermentum - 2 0,517
Lactobacillus gasseri 3 8 0,52
Lactobacillus plantarum - 3 0,276
Lactobacillus rhamnosus 1 1 1
Lactobacillus salivarius - 1 1
Lactobacillus spp. - 3 0,276
Parascardovia denticolens | - 4 0,151
Pseudomonas spp. - 4 0,151
Rothia dentocariosa - 1 1
Rothia mucilaginosa 8 3 0,023
TOTAL 41 63
*Muestra de saliva. ** Muestra de saliva y sitio con caries
(p) valores obtenidos mediante test exacto de Fisher, significancia estadistica fijada en
p<0,05.

7.4.2 Distribucién de especies en cavidad oral, segun el tipo de muestra.

Al realizar el analisis por tipo de muestra (Tabla 5), se pudo observar que A.
odontolyticus presentd asociacién positiva con las muestras de saliva de los

sujetos libres de caries, al comparar con las muestras provenientes de sitios de
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caries (p= 0,001). Sin embargo, también se observé que A. odontolyticus, se

encontraba asociado a muestras de saliva de sujetos con caries, en comparacion

a muestras desde sitios de caries (p= 0,012). R. mucilaginosa, asociada a la

cavidad oral de sujetos libres de caries, se encontré fuertemente asociada a saliva

de éstos, en comparacion a sitios de caries (p= 0,007).

Por ultimo, el género Lactobacillus se vio fuertemente asociado a sitios de caries,

en comparacion a muestras salivales de sujetos libres de caries (p= 0,0021), al

igual que la especie P. denticolens (p= 0,035).

Tabla 5: Distribucion de especies aisladas desde muestras de saliva de sujetos libres de

caries y desde muestras de saliva y de sitios de caries de sujetos con experiencia de

caries.
N2 de aislados
i Saliva | Saliva
Saliva . .
libre | Saliva con Sitios Sm. sm. .
Especies de experiencia | con car.les/ C?T'es/ Salliva con
caries | de caries caries sallya 5|t|95 ge C?T'es/
. caries | caries sitios de
(p) (p) caries (p)
Actinomyces naeslundii 3 - 2 0,257 |1 0,493
Actinomyces odontolyticus | 21 14 5 0,811 |0,001 0,012
Actinomyces oris 2 5 5 0,124 0,23 1
Actinomyces spp. 2 - - 0,505 |0,499 -
Eubacterium sulci 1 - - 1 1 -
Lactobacillus casei - - 2 - 0,195 0,493
Lactobacillus fermentum | - 1 1 0,422 0,445 1
Lactobacillus gasseri 3 4 4 0,445 /0,692 1
Lactobacillus plantarum - - 3 - 0,841 0,239
Lactobacillus rhamnosus | 1 1 - 1 1 0,476
Lactobacillus salivarius - - 1 - 0,445 0,476
Lactobacillus spp. - - 3 - 0,084 0,239
Parascardovia denticolens |- - 4 - 0,035 0,114
Pseudomonas spp. - 2 2 0,175 |0,195 1
Rothia dentocariosa - - 1 - 0,445 1
Rothia mucilaginosa 8 3 - 0,335 |0,007 0,102
TOTAL 41 30 33

+ Se repiten datos de Tabla 4 para realizar comparacién entre el total de muestras de ambos grupos.
(p) valores obtenidos mediante test exacto de Fisher, significancia estadistica fijada en p<0,05.
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7.4.3 Distribucion de especies seglin sujetos, en relacion a su experiencia de

caries.

Al realizar la exploracién considerando como unidad de analisis los nifios
portadores de las diferentes especies en su cavidad oral, se pudo determinar que,
de los 9 ninos libres de caries, 7 (78%) presentaron especies del género
Actinomyces (Tabla 6), siendo la especie mas predominante A. odontolyticus
(Tabla 7). 4 de los 9 nifios (44%) presentaron aislados del género Rothia, los
cuales fueron en su totalidad pertenecientes a la especie R. mucilaginosa, y 3
(34%), presentaron especies del género Lactobacillus, siendo la mas
predominante de ellas L. gasseri. Sélo 1 de los 9 sujetos (11%) presento aislados

de la especie Eubacterium sulci.

Tabla 6: Distribucion de géneros bacterianos por sujetos libres de caries y con

experiencia de caries.

N2 de sujetos

% Con

2 % Libre de experiencia Libres de
Género caries* y el caries/ con
e caries caries (p)

Actinomyces 78% (7/9) 78% (7/9) 1

Lactobacillus 34% (3/9) 56% (5/9) 0,395

Rothia 44% (4/9) 34% (3/9) 1
Parascardovia - 11% (1/9) 1
Pseudomonas - 34% (3/9) 0,205
Eubacterium 11% (1/9) - 1

*Muestra de saliva. ** Muestra de saliva y sitio con caries

Valores entre paréntesis indican niumero de sujetos que presentan aislados
del género de un total de 9.

(p) valores obtenidos mediante test exacto de Fisher, significancia
estadistica fijada en p<0,05.

En el grupo de los 9 nifios con experiencia de caries, las especies predominantes
fueron las pertenecientes al género Actinomyces, encontrandose en 7 de los 9
sujetos (78%) (Tabla 6). Dentro de ellas, la mas predominante resulté ser A.
odontolyticus (Tabla 7). El segundo género mas predominante correspondidé a
Lactobacillus, presente en 5 de los 9 sujetos. Dentro de ellas, L. gasseri fue la

especie aislada desde un mayor numero de sujetos (Tabla 7). Especies
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pertenecientes al género Rothia fueron encontradas en 3 de los 9 sujetos (34%) al

igual que Pseudomonas spp. (34%). Soélo a partir de 1 de los 9 sujetos (11%), fue

posible aislar Parascardovia denticolens.

Tabla 7: Distribucidon de especies por sujetos libres de caries y con experiencia de caries.

N2 de sujetos

Libre | Con Libre de
Especies de experiencia | caries/con

caries* | de caries** | caries (p)
Actinomyces naeslundii 3 2 1
Actinomyces odontolyticus |4 5 0,673
Actinomyces oris 2 3 1
Actinomyces spp. 2 - 0,47
Eubacterium sulci 1 - 1
Lactobacillus casei - 1 1
Lactobacillus fermentum - 2 0,47
Lactobacillus gasseri 2 3 1
Lactobacillus plantarum - 1 1
Lactobacillus rhamnosus 1 1 1
Lactobacillus salivarius - 1 1
Lactobacillus spp. - 1 1
Parascardovia denticolens | - 1 1
Pseudomonas spp. - 3 0,205
Rothia dentocariosa - 1 1
Rothia mucilaginosa 4 2 0,619

*Muestra de saliva. ** Muestra de saliva y sitio con caries
(p) valores obtenidos mediante test exacto de Fisher, significancia

estadistica fijada en p<0,05.

7.4.4 Distribucion de especies segln sujetos, en relacion al tipo de muestra.

Una de las especies mas predominante en los sujetos libres de caries fue R.

mucilaginosa, siendo aislada a partir de muestras de saliva de 4 de los 9 nifios

libres de caries, es decir se encontré presente en el 44% de estos participantes

(Tabla 8). Esta especie se encontré también presente en nifios con experiencia de

caries, pero solo a partir de muestras de saliva de 2 de los 9 nifios de este grupo
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(22,2%). La presencia de este microorganismo en estas dos muestras no presento

diferencias estadisticamente significativas (p=0,62).

Las especies L. casei, L. plantarum, L. salivarius, P. denticolens y R. dentocariosa

fueron encontradas exclusivamente en sitios de caries (Tabla 8). A pesar de ello,

ninguna de estas especies presentd una asociacion estadisticamente significativa

a este tipo de muestra, al comparar con las muestras de saliva pertenecientes al

mismo grupo de nifios (p= 1 en todos los casos), o al comparar con las muestras

salivales del grupo libre de caries (p= 1 en todos los casos).

Tabla 8: Distribucion de especies por sujetos segun tipo de muestra (saliva y sitio con

caries).
N2 de sujetos
. Saliva S?hva
Saliva ) sin .
. . sin . Saliva con
libre |Saliva con " . caries/ .
. .. | Sitios con | caries/ . caries/
Especies de experiencia ) . sitios iy
. . caries saliva sitios con
caries | de caries . con )
caries . caries (p)
. (o) caries
(p)
Actinomyces naeslundii 3 - 2 0,205 1 0,47
Actinomyces odontolyticus |4 5 2 0,673 0,619 0,334
Actinomyces oris 2 2 3 1 1 1
Actinomyces spp. 2 - - 0,47 0,47 -
Eubacterium sulci 1 - - 1 1 -
Lactobacillus casei - - 1 - 1 1
Lactobacillus fermentum - 1 1 1 1 1
Lactobacillus gasseri 2 3 1 1 1 0,576
Lactobacillus plantarum - - 1 - 1 1
Lactobacillus rhamnosus 1 1 - 1 1 1
Lactobacillus salivarius - - 1 - 1 1
Lactobacillus spp. - - 1 - 1 1
Parascardovia denticolens |- - 1 - 1 1
Pseudomonas spp. - 2 2 0,47 0,47 1
Rothia dentocariosa - - 1 - 1 1
Rothia mucilaginosa 4 2 - 0,619 0,082 0,47

¢ Se repiten datos de Tabla 7, para realizar comparacion entre el total de sujetos del estudio segun tipo de

muestra.

(p) valores obtenidos mediante test exacto de Fisher, significancia estadistica fijada en p<0,05.
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7.5 Diferenciacion de genotipos de las especies por REP-PCR.

Del total de especies identificadas en este estudio, Parascardovia denticolens fue
la Unica especie aislada perteneciente a la familia Bifidobacteriaceae,
obteniéndose un total cuatro aislados de esta cepa desde el sitio con caries de un
sblo sujeto del estudio. Los purificados del ADNg de los cuatro aislados de
Parascardovia denticolens, obtenidos como se sefala en la seccion 6.5 de
materiales y métodos, fueron analizados genotipicamente mediante amplificacién
por REP-PCR como se describe (Beighton D. y cols., 2008) (Figura 8). A pesar de
que los 4 aislados provenian de un solo individuo y a partir exclusivamente desde
un sitio con caries, todos exhibieron diferentes genotipos, indicando un alto grado

de diversidad, sin embargo, mostraron un origen mono-filético (Figura 8).

Aislado 1
Aislado 2
Aislado 3
Aislado 4

Figura 8: Genotipificacion de aislados clinicos de P. denticolens por REP-PCR. A la
derecha se observa una foto representativa de un gel de agarosa 1,5% en tampon TAE
1X con el resultado de la REP-PCR. A la izquierda, resultado de dendograma, mostrando
el origen mono-filético. La agrupacion fue realizada desde los perfiles electroforéticos de

REP-PCR utilizando el programa TreeCon.
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8. DISCUSION

El presente estudio tuvo como propdsito evaluar la diversidad de especies y
genotipos de Bifidobacterium spp., en saliva y caries dentinaria de nifios chilenos

de 7 a 11 anos de edad con caries, y en saliva de nifios libres de caries.

La importancia de este estudio, se basa en el papel primordial asignado a la
microbiota oral en el desarrollo de la caries dental, la patologia crénica mas
prevalente en la poblacién Chilena. Bifidobacterium spp. han sido ampliamente
relacionadas con el desarrollo de caries dental en adultos (Modesto M. y cols.,
2006; Beighton D. y cols., 2008; Mantzourani M. y cols., 2009), sin embargo, existe
un déficit de informacion sobre la presencia y el papel que podrian cumplir en
cavidad oral de nifos. Determinar si Bifidobacterium spp. esta asociado al
desarrollo de caries dental en nifios, seria crucial para el desarrollo de estrategias

preventivas y de control del desarrollo de estas cepas bacterianas.

Fueron seleccionados para este estudio 18 participantes entre los 7-11 anos de
edad, 9 sin experiencia de caries y 9 que presentaban al menos una lesion de
caries cavitada. El grupo de nifios con experiencia de caries fue representativo de
la realidad nacional, ya que se pudo observar que el COPD promedio de ellos,
cuyo analisis arrojo un valor de 0,66, se encuentra dentro del rango nacional
determinado por el MINSAL para nifios entre los 6 y 12 afos (0,16 y 1,9
respectivamente) (Soto L. y cols., 2007a; 2007b).

La hipotesis planteada en este estudio menciona que existe una menor diversidad
de especies de Bifidobacterium, asi como una mayor variedad de genotipos de
estas especies, en saliva y lesiones de caries de nifios chilenos de 7 a 11 anos de
edad con caries dentinaria, en comparacion a saliva de nifos sin caries. No fue
posible refutar ni validar esta hipétesis, ya que desde ninguna de las muestras de
los sujetos analizados, se logré aislar especies del género Bifidobacterium, pese a
que a partir del 94% de las muestras de saliva, y desde el 100% de las muestras
de sitios de caries, se obtuvo crecimiento bacteriano en las placas de medio de
cultivo MTPY.

Una de las posibles causas de este resultado podria ser la ausencia de este
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género bacteriano en el rango etario estudiado, es decir, a la existencia de una
edad minima de colonizacién de la cavidad oral por estas especies, la que podria
ser superior a la evaluada en el presente estudio. El trabajo realizado por Kaur R.
y cols. el ano 2013, describe recuentos salivales de Bifidobacteriaceae en 38 nifios
con caries con edad promedio de 5,17 £ 0,34 y 22 nifios libres de caries con una
edad promedio de 6,82 + 0,46. Sin embargo, estos recuentos se basan
exclusivamente en el crecimiento de U.F.C. en medio de cultivo MTPY, vy los
autores no corroboraron la presencia de estos microorganismos por estudios
moleculares o bioquimicos, por lo que los recuentos podrian corresponder a otros

microorganismos, tal como sucedi6é en este estudio.

Otras posibles razones por la que no se encontraron especies del género
Bifidobacterium, podrian estar relacionadas con variables metodoldgicas, tales
como condiciones de transporte de la muestra, de cultivo o el medio de
crecimiento utilizado. Si bien, las muestras de sitios de caries, asi como las
diluciones tanto de estas muestras como de las muestras salivales, se realizaron
en buffer fosfato salino, tal como se describe en Kuribayashi M. y cols., 2012, ,
otros estudios han utilizado para el aislamiento de Bifidobacterium spp. un medio
de transporte suplementado con inhibidores de la absorcidbn de oxigeno
(Fastidious Anaerobe Broth o FAB) (Kaur R. y cols. 2013; Beighton D. y cols.,

2008), lo que podria favorecer el traslado de estas cepas.

Los estudios realizados por Beighton y cols. el afio 2008 y 2010, sefalan que el
medio de cultivo MTPY, es selectivo para la familia Bifidobacteriaceae. Sin
embargo, otros autores sefialan que especies del género Bifidobacterium,
pertenecientes a esta familia, poseen caracteristicas fisiolégicas y condiciones de
cultivo similares con otras especies bacterianas, tales como Actinomyces y
Lactobacillus, las que fueron obtenidas predominantemente en el presente estudio
(Whitman W. y cols., 2012). Por esta razon, se requeriria suplementar este medio
de cultivo con pruebas bioquimicas especiales para la correcta diferenciacién de

las U.F.C. de este género, como se describe en Whitman W. y cols., 2012.

En ambos grupos de estudio, las especies aisladas en mayor numero, pertenecian

al género Actinomyces, las que estuvieron presentes en un 78% de los sujetos de
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cada grupo, correspondiendo al 68% de los aislados en los sujetos libres de caries
y al 50% de los aislados en los nifios con experiencia de caries. Especies
pertenecientes al género Actinomyces, han sido descritas en la literatura como
colonizadores tempranos de la cavidad oral (Lakshman S., 2006; Marsh P. y cols.,
2009; Struzycha 1., 2014), lo que se correlacionaria con lo encontrado en este
estudio. Su frecuencia de aislamiento desde la saliva en nifios, aumenta con la
edad, encontrandose en un 31% de los nifios a los 2 meses y en un 97% a los 2
anos, siendo A. odontolyticus, la especie mayormente aislada, seguida en
frecuencia por A. naeslundii y A. viscosus (Sarkonen N., 2007). En este estudio, la
mas predominante también correspondié a A. odontolyticus, la que se encontrd
fuertemente asociado a saliva, tanto de sujetos libres de caries como de sujetos
con experiencia de caries, en comparacién a sitios de caries (p= 0,001 y p= 0,012,
respectivamente). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas de
su presencia en saliva de sujetos libres de caries versus saliva de sujetos con
caries, indicando que seria un microorganismo habitualmente presente en saliva
en este rango de edad. En el estudio de Mager y cols. (2003), A. odontolyticus se
encontré en proporciones significativamente mas altas en saliva y lengua, en

comparacién con otros sitios, tales como la encia adherida en adultos sanos.

Si bien estos colonizadores iniciales han sido asociados en diversos estudios al
desarrollo de la caries dental (Marsh P. y cols., 2009; Karpinski T., Szkaradkiewicz
A., 2013), segun los resultados obtenidos en el presente estudio, no es posible
realizar una asociacion del género Actinomyces a estados de salud (libres de
caries) o enfermedad (con experiencia de caries), ya que se encuentra
ampliamente distribuido en la saliva de los nifios pertenecientes a ambos grupos

(con y sin caries).

Otra especie que aparecié abundantemente en este estudio resulté ser Rothia
mucilaginosa, la que se vio asociada de forma estadisticamente significativa, a la
cavidad oral de los sujetos libres de caries en comparacion a los con experiencia
de caries (p= 0,023) y a muestras de saliva de sujetos libres de caries, en
comparacién a sitios de caries (p= 0,0072). La literatura sefala que el género
Rothia coloniza la cavidad oral desde la erupcion de los primeros dientes y durante

el primer ano de vida (Struzycha I., 2014, Lakshman S., 2006). Sin embargo,
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también lo mencionan como un género bacteriano que participa en el avance de
lesiones dentinarias (Marsh P. y cols., 2009; Karpinski T. y Szkaradkiewicz A.,
2013). R. dentocariosa y R. mucilaginosa han sido comunmente aisladas desde la
cavidad oral y faringe, respectivamente. A pesar de que estudios previos, sefialan
una mayor prevalencia del género Rothia en sitios de caries y saliva de sujetos
con experiencia de caries en comparacion a sujetos libres de caries
(Jagathrakshakan S. y cols., 2015), el resultado del presente estudio no se
condice con ello, ya que se obtuvo el doble de aislados de este género en el grupo
libre de caries en comparacion al con experiencia de caries. En este estudio, se

obtuvo un solo aislado de Rothia dentocariosa a partir desde un sitio con caries.

Lactobacillus spp. fueron especies mayormente aisladas desde los sujetos con
experiencia de caries, presentes en un 56% de los sujetos de este grupo. Este
género se vio fuertemente asociado a la cavidad oral de sujetos con experiencia
de caries (p= 0,0095), y a sitios de caries, en comparacion a muestras salivales de
sujetos libres de caries (p= 0,0021). Las especies que forman parte de este
género son anaerobicas o aerotolerantes, altamente acidogénicas y aciduricas, y
cuya predominancia se describe en habitats retentivos, en condiciones acidas
severas y prolongadas (Takahashi N. y Nyvad B., 2011). En la literatura han sido
clasificadas como colonizadores oportunistas, de alta prevalencia en lesiones de
caries avanzadas de dentina (Marsh P. y cols., 2009; Jagathrakshakan S. y cols.,
2015), y baja prevalencia en sujetos libres de caries (Caufield P. y cols., 2015).
Por otra parte, se ha descrito que Lactobacillus spp. posee propiedades similares
a Bifidobacterium spp., con las cuales coexiste en la cavidad oral (Dige I. y cols.,
2014; Kianoush N. y cols., 2014). Toda la informacién anteriormente planteada, se
condice con los resultados obtenidos, ya que las cepas pertenecientes a este
género, fueron en su mayoria aisladas desde sujetos con experiencia de caries y
desde los mismos sitios de caries. El bajo nivel de aislados desde saliva de ambos
grupos, podria deberse a la caracteristica de estas cepas de colonizar habitats
especificamente retentivos, por lo que su rol en el proceso de la caries dental seria

principalmente como invasor secundario, en lugar de iniciador de éstas.

La unica especie aislada del estudio perteneciente a la familia Bifidobacteriaceae

fue Parascardovia denticolens, la que se vio fuertemente asociada a sitios de
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caries en comparacion a saliva de sujetos sin caries (p= 0,035). ElI género
Parascardovia, conformado a la fecha exclusivamente por P. denticolens
(http://www.bacterio.net/-allnamesmr.html), comparte las mismas caracteristicas
que Bifidobacterium, correspondiendo a cepas Gram positivas, anaerdbicas, no
formadoras de esporas, no méviles, aciduricas y acidogénicas (Whitman W. y
cols., 2012). Modesto M. y cols., (2006), en un estudio sobre prevalencia y
distribucion de Bifidobacteriaceae en la placa dental y sitios de caries de adultos,
senal6 que el recuento de P. denticolens se distribuye de manera similar tanto en
sitios de caries como en la placa dental. Como se menciond anteriormente,
Bifidobacterium spp. comparte caracteristicas similares en cuanto a su
crecimiento, con especies pertenecientes al género Lactobacillus con las que
coexiste en boca, por lo que probablemente también requieren de un habitat
retentivo especifico para su asentamiento en la cavidad oral, razén presuntiva por
la cual en el presente estudio, P. denticolens fue aislada en su totalidad desde un

sitio con caries.

En el analisis de los genotipos bacterianos de los cuatro aislados de P. denticolens
mediante REP-PCR, se observd que, pese a que provenian desde un mismo sitio
con caries a partir de un sujeto, fueron genotipicamente diferentes entre ellos, lo
que indicaria una alta diversidad. Estos resultados se condicen con lo descrito en
Lactobacillus spp. en estudio realizado por Piwat S. y cols. el aino 2010, que
analizé la diversidad de especies y genotipos presentes en la cavidad oral de
nifios, y concluyé que existe una mayor variedad de genotipos de estas especies
en el grupo de alta prevalencia de caries, en comparacién a los individuos del
grupo de baja prevalencia de caries. Esto podria deberse al hecho de que en un
ambiente carioso, con una alta disponibilidad de azucares en el medio, se podria
ver favorecida la diversificacion genética de las cepas (Beighton y cols., 1996),
otorgando diferentes caracteristicas fenotipicas, las cuales se relacionarian con la

sobrevivencia de estas cepas.

La incorporacién de conocimiento con respecto a la adquisicion , conformacion y
composicion de la microbiota oral, tanto en estados de salud, como durante el
desarrollo de patologias orales, tales como la caries dental, resulta primordial en el

ambito odontolégico al momento de centrar esfuerzos en su prevencién y
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temprana intervencion. Diversos estudios sefialan una relacién entre la presencia
de Bifidobacterium spp. y el desarrollo de caries dental, por lo que el control de
variables responsables de su proliferacion en la cavidad oral, tales como la higiene
oral, dieta, frecuencia del consumo de azucar, y factores relacionados con el
hospedero, junto con una temprana deteccion de las cepas bacterianas, mediante
pruebas tanto bioquimicas como microbiolégicas, ayudaria en el disefo de

estrategias preventivas y de control del desarrollo de las mismas.
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9. CONCLUSIONES

En este estudio no se logrd validar ni refutar la hipotesis de trabajo, debido
a que no fue posible aislar Bifidobacterium spp. desde las muestras de los

sujetos participantes.

Se encontré asociacién entre algunas de las especies aisladas en este
estudio con la experiencia de caries de los sujetos y el tipo de muestra.
Actinomyces odontolyticus fue asociado a la saliva de los nifos,
independiente de su experiencia de caries. Rothia mucilaginosa fue
asociada a la cavidad oral de los sujetos libres de caries. Lactobacillus spp.

se vio asociado a la cavidad oral de sujetos con experiencia de caries.
Parascardovia denticolens estuvo fuertemente asociada a sitios de caries.

Los aislados presentaron una amplia variedad de genotipos, pero con un

mismo origen filogenético.
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10. SUGERENCIAS
Se recomienda realizar estudios longitudinales, que ayuden a dilucidar el
rango etario de colonizaciéon de Bifidobacterium spp. en la microbiota oral

de ninos Chilenos.

Aumentar el numero de individuos evaluados por grupo, en un futuro

estudio.
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12.- ANEXOS

12.1 Acta de Aprobacion del Comité Etico Cientifico de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Chile

®

PAOLLTAD -
ODON mux;ly

ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

ACTAN® 2012118
1. Acta De Aprobacién De Protocolo De Estudio N* 2012/26.

2. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile
participantes en la aprobacién del Proyecto:

Dr. Juan Cortes Valentina Fajreidin
Fresidenie Miemieo permanenie ded CEC
Dr. Eduardo Rodriguez Dr. Alejandro Escobar
Membro permanente del CEC Miemibro permanenie del CEC

3. Fechad Aprobacién: 30V11/2012

4. Tiulo completo del proyecto: Regulacion de la respuesta de loleranca a dcido en Lactobacillus
casei: entendiendo su propiedad aciddrnica en la progresion de la caries dental. VID U INICIA ed. ded
271112012,

5. Investigador responsable: Claudia Lefimil (Bioquimico, Profesor Asistente)

6. Institucidn Patrocinante: Facultad de Odenlologia de ka U. de Chile. Dplo. de Ciencias Basicas y
Comunitarias

7. Documentacién Revisada:

= Protocolo del proyecto de Investigacion: : Regulacién de la respuesta de toleranca a acido
en Laclobacillus casei enlendiendo su propiedad acidlrica en |a progresion de la caries dental.
VID U INICIA ed. del 2711172012,

«  CV delInvestigador principal

* Formulario de Cl para padres de participantes menores del proyecto : Regulacién de la
respuesta de toleranca a dado en Laclobacillus casei: enlendiendo su propiedad acidlrica en
la progresicn de la canes dental. VID U INICIA ed. del 27/11/72012.  Enmienda del 271172012,

8. Caracter de la poblacién
30 nifios entre 7 a 11 aflos de edad, reclutados en la Clinica Odonloldgica de ks Facultad de
Odontelogia, Universidad de Chile, divididos en 15 niflos con mas de 4 caries y 15 niflos sin experienca de
caries. A lodos se les tomard una muestra de saliva, y a bos nifios con caries ademds se les lomara una
muestra de placa bacteriana y ejido cariado desde sitios de caries.

9. Fundamentacién de la aprobacién
La caries dental es una enfermedad infeccicsa cronica y multifactorial. Los nifios muesiran un elevado
ndmere de dienes afectados, cuyas lesiones no son traladas y en nuestro pais, la cares dental bene o
cardcler de una epidemia.  Laclobacillus son considerados agentes etiolégicos de la canes dental, siendo
rutinariamente aislados desde sitios de caries y asociados con su progresidn, habiluados a ambientes acidos,
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PACUTAD »
oxxwruux;ly

ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

aunque NO & conoce bien como especes de esta bacleria toleran estos ambientes dcidos y regulan esta
capacdad. Esle estudio prelende comprender cémo Laclobadcllus desarrolla y regula su Respuesta de
Tolerancia &l Acido, analizando también las bacterias de niflos sanos y nifos con experiencia de caries. Este
estudio permilird establecer si exisle una relacion entre ka alta presencia de caries, ambientes acidos y el
aumento de ka capacidad de generar acido de Lactobacilus en la genaracion y progresion de |a caries dental.

Este comité a considerado que los riesgos en la loma de muesira sen muy limitados. Los investigadores han
incorperado las modificaciones sugeridas por este Comilé ya sea en & profocolo de Investigacion como en &
documento de consentimiento informado a saber:

> Respecio a la metodologia, aclard el macanismo exacto de difusion de informacidn hacia el
suelo. Y operacionalizd la categoria de “nifios chilenos.

> Respecio a aspaclos é8cos cambid en & Cl ‘nombre del pagente” por sujeto de estudio

En consecuencia, el Comilté Elico Cientifico de la Facullad de Odonlologia de la Universidad de Chile,
Aprueba por unanimidad de sys miembros el estudio: Regulacion de la respuesta de folerancia a 4cido en
Lactobadllus casei enendiendo su propiedad acidirica en la progresian de ka caries dental. VID U INICIA ed.
del 27/11/2012., bajo la supenvision de |a Dra. Claudia Lefimi como Investigador Pringpal.

Le recordames que toda informacién o elemenio adicional que deba seér entregado © comunicado a los
partigpanies, debe sér aprobado por este Comilé. Este Comilé se resena el derecho de monitorear este
proyecto si fusra necesario.
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12.2 Consentimiento Informado

Ed 27/11/2012
" UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE ODONTOLOG!
\ DEPARTAMENTO CIENCIAS BASICAS Y COMUNITARIAS
- AREA DE B10QUiMICA
LABORATORIO DE BI0QUIMICA ¥ BIOLOGIA ORAL
ODONTOLOGIA

CONSENTIMIENTO INFORMADO
(TUTORES DE NINOS MENORES DE 11 ANOS)

Nombre de Estudio: “Regulacién de la respuesta de tolerancia a acido en Lactobacillus casei:
entendiendo su propiedad aciddrica en la progresidn de la caries dental”

Investigador Principal: Prof. Dra. Claudia Lefimil
Area Bioguimica
Departamento de Ciencias Basicas y Comunitarias
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile
Sergio Livingstone Pohlhammer 943
Independencia, Santiago
Teléfono 9781792

Institucién Patrocinante: Vicerrectoria de Investigacion y Desarrolio, Universidad de Chile.

Tipo de Proyecto: U-Inicia, revisado y aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de
Odontologia de Ia Universidad de Chile.

Presidente CEC:  Sr. Prof. Juan Cortés Araya
Vicedecano Facultad de Odontologia de la U. de Chile
Sergio Livingstone Pohlhammer 943
Independencia, Santiago.
Email: vicedeca@odontologia.uchile.d

Sujeto de estudio:

Este documento de Consentimiento Informado se aplicarad a los padres o tutores de nifios chilenos
menores de 11 afios, y consta de dos partes:

« Informacién (proporciona informacién sobre el estudio para usted)

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

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

Usted y su hijo{a) han sido invitados a participar en este estudio. No tiene que decidir hoy
si desean participar en este estudio. Antes de tomar su decisibn puede hablar acerca de la
investigadén 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 a aclarar sus dudas al
respecto. Una vez adlarada todas sus consultas y después que haya comprendido los objetivos de
Ia Investigacidn, si usted desea que su hijo(a) participe, se le solicitard que firme este formulario.

Los aspectos de este formulario tratan los siguientes temas: Explicacion del proyecto,
Justificacién de la Investigacién, Objetivo de la Investigacién, Tipo de In

procedimiento, Beneficios y Riesgos Asociados a la Investigacién y Aclaraciones. ,5_-:‘,,"( =
B ¢ \v'u.nv:
I.j,v;lf:a_ /
\?\\7_:.-’{15:;"
Fecha firma / / :
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Ed 27/11/2012

EXPLICACION DEL PROYECTO

La caries dental es uno de los principales problemas de salud bucal a nivel mundial, afectando a
mas del 60% de la pobladon escolar. Su origen se asocia con la presencia de muchas bacterias
adhernidas sobre los dientes, que forman lo que se conoce como placa bacteniana. En esta placa
viven bacterias que producen addos, produciendo pérdida del esmalte dental y la formadon de
caries. Las bacterias acido-lacticas son un tipo de bacterias encontradas en la placa dental y
numerosos estudios sefialan que se encuentran muy relacionadas al desarrollo de caries. Como su
nombre lo indica, las bacterias acido-lacticas son productoras de acido lactico. La produccion de
este acido es lo que les da a estas bacterias la capacidad de producir caries. Ademas de producir
acido estas bacterias deben vivir tolerando el ambiente acido que ellas mismas generan. Se
propone que la capacidad de vivir en un ambiente acido también tendria relaciéon con como estas
bacterias forman caries. Por todo eso, se quiere estudiar esta capacidad en bacterias acido-
lacticas presentes en saliva y en sitios de caries y compararlas.

Objetivo de la Investigacion

La presente investigacion tiene por objetivo aislar las bacterias acido-lacticas que se encuentran
en la saliva y/o en la(s) canes de su hijo{a), identificarlas y analizarlas. Se estudiara si son
buenas o malas productoras de acido y si poseen buena o mala capacidad de vivir en un medio
ambiente acido. Se compararan estas capacidades entre las bacterias de saliva y las de caries.
Esto permitira comprender si existe una relacion entre estas capacidades y el hecho de que
produzcan caries.

Beneficio de la Investigacion.

Ud. o su hijo{a) no recibiran benefido directo por participar en este estudio, sin embargo los
resultados que se generen seran informacion muy importante y no disponible sobre como las
bacterias producen caries. Ademas su hijo recibira un set de productos para el aseo dental.

Tipo de Intervencion y Procedimiento.

Si usted decide que su hijo(a) participe se le realizara un examen bucal para evaluar como se
encuentra su dentadura y se contaran los dientes que posea con canes y aquellos que haya
perdido, esto es para determinar un indice de salud bucal que se conoce como ceod-COPD.
También se tomara una muestra de saliva con una pipeta plastica estéril y desechable (una
especie de chupon). Finalmente, en el caso de que su hijo tenga caries, se le tomara una muestra
desde ella con una espatula esterilizada. Estos procedimientos han sido probados previamente y
no generaran ningun tipo de dolor para su hijo.

Riesgo de la Investigacion.
Su hijo{2) no correra ningln riesgo durante el procedimiento de la investigacion, tampoco
posterior a ésta, ya que son métodos no invasivos.

Aclaraciones
* La partidpadon de su hijo(a) es completamente voluntaria.
« No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted o su hijo(a), en caso de no

aceptar la participadon en este estudio.

Si usted decide pueden retirarse del estudio cuando lo deseen.

No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

No recibira pago por su participacion.

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

La informacion obtenida de la Investigacion, respecto de la identificadon de padentes, sera

mantenida con estricta confidendalidad por los investigadores.

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

S
& [ e \
| { comiTe \"
DE )
\B ETICA ,)
\
Fecha firma / / ‘f’“ {«f/ :
~ " :?/
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Ed 27/11/2012

Formulario de Consentimiento Informado

A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontaneamente y en

consecuencia acepto que:

1. He leido y comprendido la informacion anteriormente entregada y mis preguntas han sido
respondidas de manera satisfactoria.
Tengo conocimiento del procedimiento a realizar en mi hijo(a).
Conozco los beneficios de partidpar en la Investigacion.
El procedimiento no tiene riesgo alguno para la salud de mi hijo(a).
Ademas de esta informacion que he recibido, seré informado(a) cuando lo solicite de los
resultados de esta investigacion, de manera verbal y/o escrita si fuera necesaria.

naww

Declaro que la participacion de mi hijo{a) en este estudio es libre y voluntaria,
pudiendo incluso dejar de participar en él cuando él o ella lo desee. Sé que la informacion
obtenida de su persona serda tratada de manera absolutamente confidencial, y Unicamente
utilizada para fines de investigacion, sin fines de lucro. Entiendo que su nombre y sus datos
personales seran codificados para el uso en este estudio y no seran jamas identificados

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

* Sujeto de estudio:
+« Nombre del Padre, Madre o Tutor Legal:
+ Firma del Padre, Madre o Tutor Legal:
» Fecha:

Seccion a llenar por el Investigador Principal

He explicado al Sr(a) la naturaleza de la
investigacion y los riesgos y beneficios que implica la participacion de su hijo(a). 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: Claudia Andrea Lefimil Puente
* Firma:

* Fecha:

En caso de cualquier duda puede acudir a Sergio Livingstone Pohlhammer 943 (ex-Olivos),
Facultad de Odontologia de Universidad de Chile, Edificio Colin piso -1 (Area de Bioquimica) de
Lunes a Viernes de 9 a 18 horas o comunicarse con Claudia Lefimil a los nimeros 29781972 o
29781816. o

'll i:\ ETICA /‘;
\¥ D 4/‘@5‘
S r 1_‘//
Fecha firma / / 3
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12.3 Ficha Clinica

w
ka
— Fecha: [ /
OD\(.)L.\'T‘OIIO_GM
FICHA CLiNICA

Nombre: Fecha de Nacimiento: /
Edad: Nacionalidad: Nombre Apoderado:
Nacionalidad Apoderzado: Tel:
Colegio: Curso:

Examen Clinico

Examen Extraoral|(Créneo, cara, labios, piel, ganglios, ATM, respiracion)

Examen Intrzoral {lengua, mucosas, vestibulos, paladar, amigdalas)

Tipo de Denticion:

Anomalias y/o malos habitos:

Examen Dentario

17 1615 14 13 12 11

0= 0= = B g B
jsihssipsiist

55 54 53 52 61

@22 @24 25 26 27
0 0 B 3

6.1 62 6364 65

85 84 B3 872871

isisishsips
isisqsgisfisisihst

47 46 45 44 43 42 41

(U 72 7374 75

jsihehedsiist
jsis(isipshs@siist

3132 33 34 35 36 37
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Dagnostice Cinko Diagnéstice raclografica Dagnostico Cinko Diagnistice Radlogrifico
18 18
1.7 3.7
16 i6
15| 55 35|75
14 | 54 34| 74
13| 53 33|73
12 | 5.2 11|72
11] 5.1 31171
21| 8.1 41| 81
22|82 42|82
23| 63 43| 83
14| 64 44| 84
15| 65 45| 85
26 46
2.7 4.7
28 48
+}+ Indicadores de Riesgo
Indicador COPD-S czod-s Dieta Placa Sangrado | Actividad Caries Prox
5P
valor del
indicador YR

Diagnéstico:

Derivaciones:

Plan de Tratamiento:
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Evolucion:

Fecha

Acciones Firma
Evolucion de Indicadores durante el tratamiento

Indicador COPD-S czod-s Dista Placa Sangrado | Actividad Caries Prox.
5P

valor del

indicador B

Indicador COPD-S czod-s Dieta Placa Sangrado | Actividad Caries Prox.
3P

valor del

indicador
MB:
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