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1) RESUMEN

Introduccion: La caries dental es la destruccion del tejido mineralizado que se
produce por acidos, generados por una biopelicula bacteriana en la superficie del
diente. Esta biopelicula esta compuesta por bacterias capaces de producir acidos
organicos, como producto de la fermentacion de carbohidratos de la dieta. En la
biopelicula dental, llamada también placa dental, es posible encontrar una amplia
diversidad de microbiota oral, siendo los miembros del género Lactobacillus
algunos de sus componentes. Lactobacillus spp. se han considerado, por
décadas, agentes etioldégicos de la caries dental, siendo aisladas desde sitios
activos de caries y asociadas sistematicamente con la presencia y progresion de
esta patologia. A la fecha, no existen reportes en Chile sobre la caracterizacion de
especies de Lactobacillus presentes en la cavidad oral de sujetos, o de su

asociacion con caries.

Objetivo General: Determinar las especies de Lactobacillus presentes en saliva
de un grupo de nifios chilenos de 7 a 11 afios de edad con y sin experiencia de

caries.

Material y métodos: Participaron en el estudio 18 nifios chilenos de 7 a 11 afios
de edad, 8 nifios conformaron el grupo sin experiencia de caries y 10 nifios el
grupo con caries. Se tomo6 a cada nifio una muestra de saliva no estimulada, las
gue se sembraron sobre la superficie de placas de medio de cultivo solido MRS,
gue permite el aislamiento de Lactobacillus spp. Se seleccionaron colonias al azar
para la extraccion de su ADN y se realiz6 amplificacion por PCR utilizando
oligonucledtidos especificos para Lactobacillus spp. Los productos de PCR fueron
enviados a secuenciar a Macrogen USA y las secuencias obtenidas fueron
analizadas utilizando el programa BLAST para la identificacion de las especies. Se
realiz6 un analisis de asociacion de éstas al tipo de muestras, mediante Test

exacto de Fisher.



Resultados: En saliva de sujetos sin experiencia de caries se encontraron L.
fermentum, L. rhamnosus, L. casei/L. paracasei, L. gasseri/L. johnsonii y L.
acidophilus. En saliva de sujetos con caries se obtuvo crecimiento de L. salivarius,
L. acetotolerans, L. fermentum, L. rhamnosus, L. casei/ L. paracasei y L. gasseri/
L. johnsonii. Desde ambos tipos de muestras se obtuvieron ademds aislados
clinicos de otras especies como por ejemplo S. salivarius y S. vestibularis. Al
comparar ambos grupos se determind que L. salivarius y L. acetotolerans, solo
fueron obtenidas a partir de muestras de saliva de nifios con caries. L. salivarius
presentd ademas una asociacion estadisticamente significativa con esta condicion
(p=0,002). Por otra parte, L. fermentum fue la especie mas abundante en la saliva
de nifios libres de caries, presentando una asociacién estadisticamente
significativa a las muestras de este grupo (p=0,011), y L. acidophilus solo fue

obtenida a partir de saliva de nifios en esta condicion.

Conclusiones: Las especies de Lactobacillus presentes en saliva de un grupo de
nifios chilenos de 7 a 11 afios de edad con experiencia de caries difieren de las

presentes en saliva de nifios sin experiencia de caries.



2) MARCO TEORICO

2.1) Caries dental

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la caries dental es un
problema importante para la salud publica a nivel mundial (Petersen, 2003). En la
mayoria de los paises industrializados se encuentran afectados del 60 al 90% de los
escolares y una gran mayoria de los adultos (Petersen, 2003). Es ademas, la
enfermedad oral mas prevalente en varios paises de Asia y América Latina, mientras

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

En Chile, la prevalencia de caries dental aumenta sostenidamente con la edad,
llegando casi al 100% en la poblacion adulta. Estudios del Ministerio de Salud
(MINSAL) sefialan que la prevalencia de caries en nuestro pais es de
aproximadamente 16,8% a los 2 afios, 49,6% a los 4 afios, 70,4% a los 6 afios,
64,5% a los 12 afos, a los 15 afos es de 73,9%, y sobre los 35 afios es mayor a
un 99% (Soto y cols., 2007a; Soto y cols., 2007b).

El impacto en los individuos y comunidades en cuanto a dolor, sufrimiento,
alteracion funcional y disminucién en la calidad de vida es considerable (Sheiman,
2005). En asociaciéon a los determinantes socio-ambientales se considera una
enfermedad crénica, ya que estd muy ligada al estilo de vida de las personas, y se
encuentran mas afectadas las poblaciones socialmente marginadas (Petersen,
2003; Selwitz y cols., 2007).

La caries dental se considera multifactorial, ya que se han encontrado
asociaciones entre su prevalencia y factores socioecondmicos, como acceso a la
educaciéon y servicios de salud, con factores biolégicos como la nutricion y la
microbiota oral, y también con factores de comportamiento de las personas
(Selwitz y cols., 2007; Dantas Cabral de Melo y cols., 2015).

La caries dental es la destruccion del tejido mineralizado dental, la que se produce
por acidos, generados por una biopelicula bacteriana en la superficie del diente.

Esta biopelicula esta compuesta, entre otros, por bacterias capaces de producir
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acidos organicos, como producto de la fermentacion de carbohidratos de la dieta
(Hojo y cols., 2009).

Es una enfermedad sitio especifica, que se desarrolla debido a la pérdida en el
equilibrio de los ciclos dinamicos normales de desmineralizacion vy
remineralizacion del esmalte y la dentina. Debido a esta dindmica, el proceso es
lento. Sin embargo, si las condiciones ambientales cambian, por ejemplo, aumenta
la frecuencia de consumo de azUcar o disminuye la secrecion salival, combinado
con mala higiene oral, se producen disminuciones en el pH ambiental, que
alcanzan el nivel critico de desmineralizacion del esmalte (pH 5,5) (Dong y cols.,
1999) y el equilibrio entre des y remineralizacion estara a favor de una pérdida
neta de minerales (Takahashi y Nyvad, 2011). En esta condicion, la progresion de
la enfermedad puede resultar en el desarrollo de cambios detectables en la
estructura del diente, o lesion de caries, la cual inicialmente no es cavitada pero
puede progresar a la cavitacion (Fontana y cols., 2010). Debido a esta dinamica, la
lesion de caries puede reparar en etapas tempranas, sin la intervencion de
operatoria, a través del incremento de una ganancia neta de minerales durante los
ciclos de desmineralizacion y remineralizacion, mediante una reduccion de los
factores etiolégicos, como son la biopelicula cariogénica, la dieta, y aumentando la
eficacia de agentes remineralizadores como la saliva y fluoruros (Gonzalez-
Cabezas, 2010).

Los factores de riesgo de una persona para desarrollar caries pueden variar en el
tiempo. Los factores de riesgo fisicos y biolégicos incluyen un inadecuado flujo y
composicion salival, un alto nimero de bacterias cariogénicas, una insuficiente
exposicién a flaor, recesién gingival, componentes inmunoldgicos, necesidad de
cuidados especiales y factores genéticos (Selwitz y cols., 2007). Ademas, el riesgo
de desarrollar caries también se afecta por pobre higiene oral, pobres habitos
dietarios, como consumo frecuente de carbohidratos refinados, uso frecuente de
medicamentos e inapropiados métodos de alimentar a los nifios (Selwitz y cols.,
2007). Otros factores relacionados con el riesgo de caries incluyen pobreza,

deprivacion o status social, nimero de afios de educacion, cobertura dental, uso
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de sellantes, uso de aparatos de ortodoncia y uso de protesis (Selwitz y cols.,
2007). Es conocido ademas, que nifios con historia o evidencia de caries, 0 que
sus padres o cuidadores presentan caries severas, tienen un mayor riesgo
cariogénico (Selwitz y cols., 2007). Todos estos factores de riesgo se encuentran

representados en la figura 1.

Estatus
sociodemogréafico

Saliva:
Capacidad tampon
Composicién

Tasa de flujo

Ingresos

Educacion

Agentes
antibacterianos

Proteinas

Sellantes

Dieta:
Cantidad

Cobertura
seguro
dental

Azlcares:
Clearance
Frecuencia

Conductas:
Higiene oral
Picoteos

Goma de
mascar

Bacterias en
biopelicula

Conocimiento
de salud
oral

pH placa Conocimiento

Especies microbianas

[C]Factores personales

[IFactores del ambiente oral

[ Factores que contribuyen directamente
al desarrollo de caries

Actitudes

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

2007).

Existen diversos criterios clinicos de deteccion de lesiones de caries. Entre ellos,
se encuentran el criterio de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
ampliamente utilizado en epidemiologia e investigacion, ademas de otros criterios
desarrollados desde el afio 1999 a la fecha. El criterio estandar de la OMS
considera presencia de caries cuando una lesion de punto y fisura o de superficie
lisa tiene cavidad evidente, socavado en esmalte, o se detecta piso y/o paredes
reblandecidas (OMS, 1997).
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El indice COPD/ceod ha sido utilizado desde 1935 y fue creado por Klein, Palmer
y Knutson. Se ha convertido en un indice fundamental en estudios odontolégicos
que se realizan para cuantificar la prevalencia de caries dental. Este indice sefala
la experiencia de caries, tanto presentes como pasadas, pues toma en cuenta los
dientes con lesiones de caries y con tratamientos previamente realizados. El
indice COPD se obtiene de la sumatoria de los dientes permanentes cariados,
obturados o perdidos por caries, incluyendo las extracciones indicadas por caries.
Solo considera 28 dientes, no incluyendo a terceros molares. El indice ceod se
realiza en dientes temporales y también considera dientes cariados, perdidos y

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

La OMS ha establecido diferentes niveles de severidad, de acuerdo a la
prevalencia de caries medida a través de los indices COPD y ceod (Tabla 1)
(OMS, 1997).

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

Rango de valores Grado de severidad

00all Muy bajo
1,2a26 Bajo
2,7a44 Moderado
45a6,5 Alto

6,6 0 mas Muy alto
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ICDAS (International Caries Detection and Assesment System) es un criterio
simplificado, desarrollado en el afio 2002, y posteriormente revisado en 2005,
recibiendo el nombre de ICDAS II, disefiado para detectar seis diferentes estados
del proceso de caries (Ismail y cols., 2007). El sistema abarca la deteccién de
cambios tempranos clinicamente visibles en esmalte, hasta cavidades extensas en
dentina. Las lesiones de caries se clasifican de acuerdo a su severidad y actividad

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

Tabla 2. Criterios para cada cddigo del sistema ICDAS para diagndstico de caries

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

Cddigo Criterio

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

con aire por 5 segundos.

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

con aire o restringido a una cavidad o fisura.
2 Cambio visible en esmalte

3 Alteracion localizada en esmalte, con decoloracién u opacidad

(sin alteracién visible en dentina)

4 Mancha oscura en dentina subyacente
5 Cavidad distintiva con dentina visible
6 Cavidad distintiva extensa con dentina visible que envuelve mas

de la mitad de la superficie.

Los codigos mencionados deben ser aplicados por superficie; en la corona:
mesial/distal, fosas y fisuras y vestibular/palatino; en la raiz; y en caries asociadas

a restauraciones o sellantes. El sistema se encuentra validado y presenta un
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protocolo de calibracion intra e interexaminador. El desarrollo del sistema ICDAS
ha permitido unificar criterios diagndsticos a nivel de la practica clinica,
epidemiologia y educacion en odontologia. Su filosofia y fundamento van acordes
con el conocimiento actual del inicio y progresion del proceso de caries y permiten
que dicha informacion se refleje de manera fidedigna en las areas clinica,

epidemioldgica y de investigacion (Ismail y cols., 2007; Shivakumar y cols., 2009).

2.2) Microbiota oral y caries dental

La cavidad oral posee una numerosa, diversa y caracteristica microbiota
comensal, similar a otros habitats del cuerpo (Dewhirst y cols., 2010). Esta
microbiota no solo reside en forma pasiva, sino que contribuye a la mantencion de
la salud, a través de la promocién del sistema inmune y excluyendo
microorganismos exdégenos y muchas veces patégenos (Marsh, 2010). Se
describe que hay méas 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 (Dewhirst y cols., 2010). La presencia de éstas varia en las distintas
superficies, como son la lengua, mucosa y dientes, debido a que las condiciones
ambientales en cada una son diferentes, convirtiendo a la cavidad oral en un
complejo y verséatil ecosistema. En cada una de estas superficies pueden formarse
biopeliculas, que son consorcios microbianos interactuantes entre si, adheridas a

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

Uno de los mayores actores de este complejo ecosistema es la biopelicula dental,
que se desarrolla en forma natural sobre la superficie de los dientes. Esta
biopelicula muestra una organizacién compleja, que se mantiene relativamente
estable en el tiempo. Cuando este equilibrio se compromete, se desarrollan

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

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

amplia diversidad de microbiota oral. La superficie dental se cubre de una pelicula
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de moléculas derivadas de saliva, junto con fluido crevicular y bacterias.
Inicialmente, solo unas pocas especies bacterianas son capaces de unirse a esta
pelicula (Marsh, 2010). Ellas se unen reversiblemente cerca de la superficie a
través de fuerzas fisicoquimicas. Estas bacterias colonizadoras iniciales poseen
adhesinas, mediante las cuales pueden unirse a receptores complementarios, y
asi estas especies pioneras comienzan a multiplicarse. EI metabolismo de estos
colonizadores modifica el ambiente local, por ejemplo haciéndolo més anaerobio.
Luego, adhesinas de colonizadores secundarios, generalmente anaerobios
obligados, se unen a las bacterias adheridas produciéndose la co-agregacion o co-
adhesion (Hojo y cols., 2009). Se producen polimeros extracelulares que
consolidan la wuni6on de la biopelicula. Esta biopelicula esta espacial y
funcionalmente organizada, y las condiciones heterogéneas dentro de ésta
inducen nuevos patrones de expresion genética bacteriana (Hojo y cols., 2009;
Marsh, 2010).

La microbiota residente oral es capaz de responder a los cambios ambientales.
Modificaciones importantes en las condiciones locales pueden llevar a alteraciones
en la composicién y actividad metabdlica de la microbiota, que pueden ser dafiinas
para la salud del hospedero (Marsh, 2010).

Con el tiempo, se han desarrollado tres hip6tesis para explicar la etiologia de las
caries: la hipétesis de la placa especifica, la hipotesis de la placa no especificay la

hipétesis de la placa ecolégica (Takahashi y Nyvad, 2008).

La hipotesis de la placa especifica, proponia que unas pocas especies presentes
en la placa dental estaban activamente envueltas en la enfermedad de caries. De
este modo, la enfermedad podia controlarse con medidas preventivas e
intervencidn contra estos organismos especificos (Loesche, 1979). La hipotesis de
la placa no especifica proponia que la enfermedad seria el resultado de la
actividad de toda la microbiota de la placa (Theilade, 1986). Con el tiempo, a
medida que existe un mayor entendimiento del metabolismo de los miembros de la
biopelicula dental, ha surgido una nueva vision sobre el papel de la placa en el
desarrollo de caries.
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La hipoétesis de la placa ecoldgica es el modelo aceptado en la actualidad. Esta
hipotesis propone que la caries dental es consecuencia de un desbalance en la
microbiota residente. Este desbalance se produce por un enriquecimiento en la
comunidad de bacterias altamente cariogénicas, debido a condiciones de bajo pH
en la placa dental (Marsh, 2003; Takahashi y Nyvad, 2008). Es por esto que se ha
descrito que la caries dental seria una enfermedad enddgena, causada por un
cambio desde una simbiosis mutualista hacia una simbiosis parasitica del
ecosistema microbiano oral. En esta condicion ocurre una adaptacion inducida por
acido, seguida de una seleccion de microorganismos aciduricos (resistentes a
acido). La produccién de acido por estos microorganismos es un factor directo en
la desmineralizacion de las superficies dentarias, pero es también un determinante
ambiental que influencia las propiedades fenotipicas y genotipicas de la microbiota
oral a través de una seleccidon y adaptacion inducida por acido (Takahashi y
Nyvad, 2011).

Un gran numero de estudios ha confirmado la fuerte asociacion entre la presencia
de Streptococcus mutans y el desarrollo de caries (Hamada y cols., 1980; Van
Houte, 1980; Loesche, 1986). Sin embargo, estudios mas recientes han
demostrado que las caries pueden ser desarrolladas incluso en ausencia de éste
(Takahashi & Nyvad, 2011). Se ha demostrado que bacterias de tipo Lactobacillus,
Actinomyces, Bifidobacterium, Veillonella y Propionibacteria, entre otros,
complementan o substituyen a S. mutans en el proceso patoldgico de caries (Hojo
y cols., 2009).

Por otro lado, también se ha descrito que la dominancia de ciertos
microorganismos depende de la profundidad de la lesion de caries, encontrandose
altos niveles de especies de Actinomyces y Streptococcus no-mutans en lesiones
de mancha blanca, mientras que S. mutans, Lactobacillus spp., Propionibacterium
spp. y Bifidobacterium spp. dominan en lesiones mas avanzadas (Kianoush y
cols., 2014).
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2.3) Lactobacillus spp. y cavidad oral

Lactobacillus spp. son bacterias Gram positivo, con forma de bacilos, no
esporuladas y catalasa negativo. Han sido aisladas a partir de una amplia variedad
de habitats que incluyen productos lacteos fermentados y no fermentados, tracto
gastrointestinal y sistema reproductor humano (Klander y Weiss, 1986). La
habilidad de Lactobacillus spp. de adaptarse a una amplia variedad de ambientes
ecologicos esta asociada a su plasticidad gendmica. Esta adaptacion hacia
nuevos hospederos o ambientes se acompafia de una reduccion del genoma con
la adquisicion de genes adicionales a través de duplicacion y transferencia de

genes horizontales (Caufield y cols., 2015).

Estos microorganismos se caracterizan por ser grandes productores de acido
lactico (acidogénicos), asi como también por llevar a cabo su metabolismo
resistiendo y tolerando la acidez del medio (aciduricos) (Cotter y Hill, 2003).
Poseen un metabolismo fermentativo, que segun la especie puede ser
homolactico, es decir, que solo produce acido lactico, o heterolactico, donde se
produce ademas CO,, &acido acético y etanol. Cualquiera sea el tipo de
metabolismo utilizado, el resultado final es la produccion de acido, con la
consecuente acidificacion del medio que puede llegar a valores de pH menores a
4,5 (Piwat y cols., 2012).

Las especies del género Lactobacillus pueden diferir en su acidogenicidad, debido
a variaciones en el metabolismo de la fermentacién de azucares (Almstahl y cols.,
2012; Piwat y cols., 2012). Si bien todas las especies tienen la habilidad de
producir &cido, lo hacen en diferentes tasas y cantidades, siendo L. rhamnosus, L.
salivarius, L. casei/paracasei, y L. plantarum los mayores productores,
disminuyendo el pH del medio mas rapido que las otras especies (Piwat y cols.,

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

Se ha descrito que Lactobacillus spp. aparecen en la cavidad oral durante el
primer afio de edad en los nifios, y se presentan en alto nimero en saliva, dorso

de la lengua, mucosas, paladar duro y placa dental (Badet y Thebaud, 2008). Un
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7,2% de los niflos presentan Lactobacillus spp. a una edad temprana, lo que se
explicaria por transferencia de microbiota materna durante el nacimiento, y el
mantenimiento de esta microbiota en la cavidad oral (Teanpaisan y cols., 2007).
Un aumento de Lactobacillus spp. en la cavidad oral ocurriria en un segundo
periodo (18 a 24 meses) (Teanpaisan y cols., 2007). En poblacién adulta en
Tailandia, se determin6 que un 54% portaban Lactobacillus spp. en saliva
(Teanpaisan y cols., 2009).

En un estudio de Koll-Klais y cols. (2004), se analiz6 la presencia y composicion
del género Lactobacillus en muestras de saliva de nifios escolares de Estonia, sin
experiencia de caries. Se determind que el 64% de los nifios presentaba L.
fermentum , seguido de L. oris que se encontré en un 45% de las muestras. L.
paracasei y L. plantarum fueron encontrados en el 36% de los nifios, seguidos de
L. salivarius y L. rhamnosus, determinadas en el 27 y 18% de las muestras,
respectivamente. Otras especies como L. acidophilus, L. delbrueckii, L. gasseri y

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

Si bien Lactobacillus spp. son descritos como miembros de la microbiota nativa
humana, se han considerado por décadas como agentes etioldgicos de la caries
dental, siendo aisladas desde sitios activos de caries Yy asociadas
sistematicamente con la presencia y progresion de esta patologia (Van Houte y
cols., 1981; Nancy y Dorignac, 1992; Marchant y cols., 2001; Byun y cols., 2004;
Caufield y cols., 2007; Aas Yy cols., 2008; Preza y cols., 2009; Piwat y cols., 2010;
Limay cols., 2011; Wolff y cols., 2013; Kianoush y cols., 2014).

Nancy y Dorignac (1992), analizaron muestras de placa dental y dentina cariosa,
obtenidas de niflos de 5 a 15 afios de edad, encontrando presencia de
Lactobacillus spp. en el 100% de las muestras de dentina cariosa y en el 29% de
las muestras de placa dental, determinando una correlacion directa entre los
indices ceod y COPD vy la presencia de estos microorganismos en dentina. A partir
de dentina cariosa aislaron especies de L. rhamnosus, L. pseudoplantarum, L.
plantarum, L. acidophilus, L. casei, L. cellobiosus, L. fermentum y L. delbrueckii,

las mismas obtenidas a partir de las muestras de placa dental, con excepcién de
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L. pseudoplantarum. También realizaron la identificacion de las especies de
Lactobacillus presentes en saliva de nifios sin caries, encontrando presencia de
sblo algunas de las especies determinadas en las muestras de dentina y placa
dental de los nifios con caries: L. rhamnosus, L. plantarum, L. acidophilus, L.

casei, L. fermentum y L. salivarius.

Marchant y cols. (2001) también estudiaron la microbiota predominante en
muestras de dentina infectada proveniente de lesiones de caries en nifios, siendo
las especies de Lactobacillus mas frecuentemente aisladas L. casei, L. fermentum
y L. rhamnosus. Caufield y cols. (2007), analizaron la diversidad de Lactobacillus
spp. en la cavidad oral de mujeres jévenes con lesiones de caries, y determinaron
que L. vaginalis, L. fermentum y L. salivarius estaban presentes en gran parte de

los sujetos estudiados.

Estudios realizados por Piwat y cols. (2010, 2012) en los que se analizaron
muestras de saliva de nifilos y adultos tailandeses, evidenciaron una amplia
heterogeneidad de especies de Lactobacillus, entre las cuales predominaban L.
rhamnosus, L. casei, L. paracasei, L. fermentum y L salivarius. Ademéas se
determind que L. salivarius era predominante en saliva de nifios con altos niveles
de caries y que L. fermentum era predominante tanto en los nifios con caries como

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

En un estudio realizado en 38 niflos con caries temprana de la infancia severa, se
determindé que las especies dominantes eran L. fermentum, L. rhamnosus, L.
gasseri, L. casei/paracasei, L. salivarius, L. plantarum, y en menor medida L. oris 'y

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

Aunque los diferentes estudios no son comparables porque ellos difieren en las
caracteristicas de los sujetos de estudio (nifilos, adultos, ancianos, mujeres,
hombres), en el sitio de muestra (saliva, placa dental, dentina, etc) y en los
métodos utilizados para realizar el analisis, existe una tendencia comun que indica
gue las especies encontradas en sujetos con caries difieren de las especies

encontradas en sujetos libres de caries.
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A la fecha, no existen reportes en Chile sobre la caracterizaciéon de especies de
Lactobacillus presentes en la cavidad oral de sujetos, o de su asociacion con
caries. Por esto, en este estudio se plante6 analizar las especies de Lactobacillus
presentes en saliva de un grupo de niflos sin experiencia de caries y en saliva de
un grupo de nifios con experiencia de caries. La saliva es el fluido que une los
diferentes tejidos y estructuras de la cavidad oral, por lo que su andlisis revela
caracteristicas de la microbiota oral, y se ha descrito que existe una correlacién
entre las especies de Lactobacillus presentes en saliva con aquellas presentes en
placa dental y caries (Badet y Thebaud, 2008). De acuerdo a la literatura
mencionada, es factible suponer que las especies de Lactobacillus spp. presentes
en la cavidad oral de nifios con caries difieren de las encontradas en nifios sin

caries.

La importancia de llevar a cabo este estudio radica en la obtencion de una mayor
comprension del proceso patoldgico y del papel que juegan las diferentes especies
de Lactobacillus en la etiopatogenia y epidemiologia de las caries. Entender como
se comportan y se distribuyen especies de Lactobacillus resulta uatil para
establecer grupos de riesgo portadores de especies con mayor correlacién con la
enfermedad, en los que sean necesarias medidas especificas de promocion,

prevencion, control y tratamiento de la caries dental.
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3) HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS.

Las especies de Lactobacillus presentes en saliva de un grupo de nifios chilenos
de 7 a 11 afos de edad con experiencia de caries difieren de las presentes en

saliva de nifios sin experiencia de caries.

OBJETIVO GENERAL.

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

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

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

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

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

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

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

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

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

4.1) Sujetos y examen clinico.

Este protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica Cientifica de la
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. Se invitd a participar
voluntariamente a nifios Chilenos entre 7 a 11 afios de edad. Estos nifos
pertenecian al Colegio Luis Galdames, el cual presenta un convenio con el
departamento de extension de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile. Para esto el investigador principal explicé los objetivos del proyecto de
investigacion al padre/madre del nifio, solicitando que asistieran a la unidad de
Diagnéstico de la Clinica Odontoldgica de la Facultad de Odontologia. Posterior a
Su aceptacion de participar y previa firma de consentimiento informado, se realizo
un examen clinico bajo las condiciones de estandarizacion indicadas mas adelante
y se tomaron las muestras de saliva desde cada nifio. Este examen clinico se
realiz6 bajo luz artificial, en un box dental, utilizando instrumental estéril (sonda de
caries y espejo n°5) y se determind su experiencia de caries, que se expresé como
indice ceod y COPD, de acuerdo a los criterios de la Organizacién Mundial de la
Salud, 1997. Esto fue realizado por un examinador previamente calibrado (indice
kappa de Cohen de 0,83.)

Los nifios fueron divididos en dos grupos: O caries fue considerado como libre de
experiencia de caries y 1 o mas caries fueron considerados con experiencia de
caries. Se reclutaron 8 nifios sin caries y 10 nifios con caries en dentina, cuyo
namero se determind por conveniencia. Sujetos con experiencia de caries, pero
sin lesiones activas no fueron incluidos en este estudio. Aquellos nifios que, en el
altimo mes, consumieron antibioticos o recibieron aplicacion de fluor, tampoco

fueron considerados para este estudio.

Se realizé un informe a los padres de la condicién de salud oral actual de sus
hijos, con recomendaciones para mejorarla y la entrega de kits con articulos para

higiene oral a los nifios y nifias participantes.
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4.2) Toma de muestras de saliva.

Todas las muestras de saliva fueron recolectadas en tubos de plastico estériles y
se tom6 aproximadamente 1 ml de saliva no estimulada. Las muestras fueron
almacenadas a 4°C por un tiempo breve, hasta su traslado al laboratorio de
bioquimica y biologia oral donde fueron procesadas. El procesamiento de estas
muestras se realiz6 no mas alla de 1 hora posterior a su toma, a fin de evitar

cualquier tipo de degradacion o alteracion que pudieran sufrir en este periodo.
4.3) Aislamiento y crecimiento de Lactobacillus spp. desde las muestras.

Las muestras de saliva se diluyeron en 1:10, 1:100, 1:1000 v/v, en tampon fosfato
salino PBS (NaCl 138 mM, KCI 3 mM, Na;HPO4 8,1 mM, KH,PO,4 1,5 mM, pH 7,2).
Se sembraron 100 pL de las diluciones 1:100 y 1:1000 sobre la superficie de
placas de medio de cultivo sélido MRS (Oxoid). Posteriormente se cultivaron en
una estufa a 37°C con 5% CO, por aproximadamente 48 horas. De las UFC
(unidades formadoras de colonias) presuntivamente identificadas como
Lactobacillus spp. (colonias blanquecinas, pequefias, concavas de borde liso), se
seleccionaron al azar 16, desde cada placa de cultivo, las que fueron re-
sembradas en una nueva placa de Petri con medio MRS y crecidas como se indico

anteriormente, para la posterior extraccion de ADN.

4.4) Extraccion de ADN.

Las muestras de ADN fueron aisladas utilizando el kit FTA-Cards Whatman® y
siguiendo las recomendaciones del proveedor. Para esto, colonias de aislados de
Lactobacillus spp. fueron resuspendidas en 100 pL de PBS y depositadas en
cartas de filtros FTA (Whatman®) (Figura 2). Luego se dejaron secar cercanas al
mechero. Desde cada filtro FTA con los 50 pL de solucién vertida se obtuvieron
dos perforados de 1,2 mm que recibieron lavados seriados con 200 pL de reactivo
FTA (Whatman®) durante 5 minutos en tres ocasiones, y tampéon TE (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0) de igual forma. Posteriormente los perforados se secaron a

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

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

Un fragmento de aproximadamente 232 pb del gen de 16S ARNr fue amplificado
por PCR, utilizando los oligonucledtidos especificos descritos para Lactobacillus
spp. (Lacto16sfw: 5-TGGAAACAGATGCTAATACCG-3' y Lacto16s rev: 5'-
GTCCATTGTGGAAGATTCCC-3’) (Caufield y cols.,, 2007). Cada PCR fue
realizado conteniendo ADN gendmico en un filtro de 1,2 mm, 1 uM de cada
oligonucleétido, 0,2 mM de dNTPs (Thermo Scientific®), 0,05 U/uL DreamTaq
ADN polimerasa (Thermo Scientific®), y 1x buffer de PCR con 1,5 mM MgCl,. Se
utiliz6 ademas ADNg de la cepa L. casei ATCC 334 como control positivo de
amplificacion, y agua en reemplazo de éste en el control negativo. La amplificacion
se llevé a cabo en un equipo GeneAmp 2400 PerkinElmer. Esto consistié en una
denaturacion inicial a 94°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de denaturacion a
94°C por 30 s., alineamiento del oligonucleétido a 60°C por 30 s. y extension
(sintesis del ADN) a 72°C por 30 s., con un paso final de extension a 72°C por 5
min. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis.

4.6) Electroforesis de ADN.

Las muestras de ADN se sometieron a electroforesis en geles de agarosa
horizontales al 1% en amortiguador TAE (Tris-acetato 40 mM pH, EDTA 1 mM, pH
8,3), y se agregd Safeview NBS Biologicals Ltda, que permite la visualizacion de

acidos nucleicos con luz ultravioleta. Se utilizé el marcador de tamano molecular
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de ADN GeneRuler 1 kb DNA Ladder (ThermoFisher Scientific). La electroforesis

se realiz6 a 80-100 V por tiempos variables en amortiguador TAE y los acidos
nucleicos se visualizaron en un transiluminador de radiacién UV. Los geles se
fotografiaron con una cdmara digital (Carestream) y la imagen se proceso en un

computador.

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

El producto de PCR fue purificado utilizando el kit FavorPrep TM GEL/PCR
Purification Kit (Favorgen Biotech Corp.) a partir del gel de electroforesis de ADN
en agarosa, bajo las recomendaciones del proveedor. Brevemente, se cortaron y
pesaron trozos de no mas de 300 mg del gel que contenia el producto de PCR, y
se depositaron en un tubo con buffer FADF, incubando a 55°C hasta su disolucion.
Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se traspasaron 800 pL de la muestra en
una columna FADF. Se centrifug6 por 30 segundos desechando el flujo y se
agrego buffer de lavado centrifugando por 3 minutos para volver a desechar el
contenido. Se agreg6 buffer de elucién al centro de la columna y se centrifugd por

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

—
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Figura 3. Esquema que muestra el proceso de purificacion de fragmentos de ADN.
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4.8) Secuenciacion e identificacion de especies.

Las muestras de ADN se enviaron a secuenciar en Macrogen USA. Las
secuencias obtenidas fueron analizadas realizando un alineamiento contra la base
de datos no-redundante  (nr) utilizando el programa  BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). El andlisis de los resultados de los alineamientos
permitio identificar a las especies de Lactobacillus presentes en cada muestra. Se
consider6 una identificacion positiva cuando existia mas de un 95% de identidad

de secuencia.
4.9) Andlisis estadisticos.

Para determinar si la distribucion 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 uno de los grupos no presentd distribucion normal. Se
consider6é como hipotesis nula (Hp) que ambos grupos eran similares (poseian
medianas similares), como hipoétesis alternativa (H1) que ambos grupos difieren en
distribuciéon (sus medianas son diferentes). Se rechaza la hip6tesis nula con

valores de p<0,05.

Con los resultados obtenidos de secuenciacion se realiz6 un analisis de
asociacion de las distintas especies encontradas, tanto a las muestras de saliva
como a las muestras de lesiones de caries dentinaria profunda, mediante Test de
Fisher, que permite analizar asociacion entre dos variables dicotomicas en
muestras con n pequeiio. Se consideré como hipétesis nula (Ho) la independencia
entre las dos variables y la significancia estadistica fue fijada en p<0,05 para este

analisis.


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

5.1) Datos demogréficos de los participantes del estudio.

Para este estudio se incluyeron un total de 18 nifios con edades entre los 7 y 11
afos. De éstos, 8 se encontraban libre de caries y 10 con al menos una caries

cavitada.

La edad promedio de los participantes del grupo libre de caries fue de 10 + 1,2
afnos y del grupo con caries fue de 9,9 + 1,37 afios, y sus medianas fueron 10,5y
10 afios, respectivamente (Tabla 3). Ambos grupos presentaron una distribucién
etaria similar, no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ellos
(Test Wilcoxon-Mann-Whitney p=0,897).

La distribucion por sexo no fue similar en ambos grupos, existiendo en el grupo sin
lesiones de caries un porcentaje de hombres de 75% y de mujeres de un 25% y en
el grupo con caries un 50% de cada uno. El promedio de COPD/ceod fue de 1 +
1,25 para COPD y de 2,7 + 2,63 para ceod.

Tabla 3. Datos demograficos de los nifios participantes del estudio.

Libres de Caries Con Caries

Promedio edad 10+ 1,20 9,9+1,37
Mediana 10,5 10
Relacion hombre/mujer 3:1 1:1
Promedio COPD - 1,0+1,25

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

A patrtir del total de las muestras de saliva (18) se obtuvo crecimiento en las placas
con medio de cultivo MRS. Las colonias fueron identificadas presuntivamente
como Lactobacillus spp., por su aspecto céncavo, de bordes lisos, colonias

pequefias y blanquecinas (Figura 4).

Figura 4. Colonias presuntivamente identificadas como Lactobacillus spp. crecidas sobre
placas de medio de cultivo MRS.

Desde cada placa de cultivo se seleccionaron al azar 16 de estas colonias, las que
fueron re-sembradas en nuevas placas de cultivo con medio MRS y crecidas como
se indicod anteriormente, para permitir su aislamiento para la posterior extraccion
de ADN. Se re-sembraron un total de 288 aislados clinicos, de los cuales se

obtuvo crecimiento desde aproximadamente un 80% de ellos.
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5.3) Purificacion de ADN gendmico y Reaccion en Cadena de la Polimerasa

A patrtir de los aislados clinicos re-sembrados, presuntivamente identificados como
Lactobacillus spp., se procedié a la purificacion de ADN genoémico (ADNg), tal
como se sefiala en la seccion materiales y métodos. Se obtuvo ADNg desde 10
aislados clinicos por cada muestra de saliva, obteniendo un total de 180 muestras
de ADNg. EI ADNg obtenido fue utilizado como molde para amplificar mediante
PCR un fragmento especifico de 232 pb del gen 16S RNA, encontrando
amplificacion positiva en mas de un 90% de las muestras analizadas. En la figura
6 se puede evidenciar la presencia de un fragmento de ADN amplificado de forma

especifica en algunas de las muestras analizadas.

1000
750

500
250

Figura 6. Amplificacion por PCR de un fragmento de aproximadamente 232 pb del gen
16S ARNr de diferentes aislados clinicos. Se observa una foto representativa de un gel de
agarosa al 1% en tampén TAE 1X, que muestra el resultado del 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 ADN molde en la reaccion, carriles 1-4: diferentes

aislados clinicos.
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5.4) Determinacion de las especies por secuenciacion y distribucion segun

tipo de muestra.

Se enviaron un total de 138 fragmentos de ADN purificados, de los cuales se
obtuvo resultados de secuencia para 103 de ellos. De estas secuencias 101
pudieron ser asignadas a una especie bacteriana, y 2 no arrojaron resultados

luego del analisis.

Los resultados indicaron que, a pesar de que el medio utilizado para el cultivo de
las muestras es descrito como selectivo para Lactobacillus spp., luego del analisis
de secuencias fue posible evidenciar que crecieron también otras especies
principalmente del género Streptococcus, como S. salivarius, S. vestibularis, S.
sobrinus, S. anginosus, S. oralis y S. thermophilus, ademas de un aislado de
Pseudomonas aeruginosa (Tabla 4).

En saliva de sujetos libres de experiencia de caries se encontraron,
principalmente, distintas especies del género Lactobacillus y Streptococcus.
Dentro de las especies de Lactobacillus encontradas estan L. fermentum, L.
rhamnosus, L. casei/L. paracasei, L. gasseri/L. johnsonii y L. acidophilus (Tabla 4).
A partir de estas muestras se obtuvieron ademas aislados clinicos de S. salivarius,
S. vestibularis y otras especies de Streptococcus, asi como un aislado de P.

aeruginosa.

A partir de las muestras de saliva de sujetos con caries también se obtuvo
crecimiento de especies de Lactobacillus y de Streptococcus. Dentro de las
especies de Lactobacillus encontradas, la mas abundante fue L. salivarius,
seguida de L. casei/ L. paracasei, L. rhamnosus, L. gasseri/ L. johnsonii, L.
fermentum y L. acetotolerans (Tabla 4). Se encontraron también un gran nimero
de aislados clinicos de S. salivarius y S. vestibularis, asi como otras especies de

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

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

Especie nifios sin caries  nifios con caries p**

L. fermentum 10 2 0,011
L. rhamnosus 7 3 0,179

L. casei /L. paracasei* 2 4 0,686
L. gasseri /L. johnsonii* 2 3 1,000

L. salivarius - 10 0,002***
L. acidophilus 2 - 0,205
L. acetotolerans - 2 0,499
Lactobacillus spp. 1 2 0,495
S. salivarius 12 20 0,291
S. vestibularis 6 3 0,294
S. sobrinus - 2 1,000
S. anginosus - 1 1,000
S. oralis - 1 1,000
S. thermophilus - 1 1,000
Streptococcus spp. 3 1 0,328
P. aeruginosa 1 - 0,455
TOTAL 46 55

* El fragmento secuenciado no permitid distinguir entre estas especies ya que ambas presentan un
alto % de identidad de secuencia genémica.

** Test exacto de Fisher.

*** \/alores con p<0,05.

Al comparar la presencia de las diferentes especies de Lactobacillus en las
muestras de saliva de los nifios sin experiencia de caries, versus las muestras de
saliva de nifios con caries, se puede observar de que la mayoria de éstas se

encuentran presentes en ambos tipos de muestras, como son L. fermentum, L.
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rhamnosus, L. casei/L. paracasei y L. gasseri/L. johnsonii. Sin embargo, L.
fermentum fue la especie mas abundante en la saliva de nifios libres de caries, y
presentd una asociacion estadisticamente significativa a las muestras de este
grupo (p=0,011) (Tabla 4).

L. acidophilus fue obtenida exclusivamente a partir de muestras de saliva de nifios
sin experiencia de caries, similar a L. acetotolerans, que fue aislada so6lo a partir
de muestras de saliva de nifios con caries (Tabla 4). L. salivarius también fue
obtenida exclusivamente a partir de muestras de saliva de nifios con caries, y
presentd una asociacion estadisticamente significativa con esta condicién
(p=0,002) (Tabla 4).

Las demas especies de Lactobacillus encontradas no presentaron asociacion
significativa con las muestras de una u otra condicion, asi como tampoco las

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

La hipotesis de este estudio planted que las especies de Lactobacillus presentes
en saliva de un grupo de nifios chilenos de 7 a 11 afios de edad con caries

diferirian de las presentes en saliva de nifios sin experiencia de caries.

Segun los resultados obtenidos podemos validar nuestra hipotesis, ya que a pesar
gue algunas de las especies de Lactobacillus se encontraban presentes en ambos
grupos, L. acetotolerans y L. salivarius se encontraron solo en el grupo con caries,
presentando L. salivarius una asociacion estadisticamente significativa con esta
condicién. Por otro lado, L. fermentum se encontr6 mayoritariamente en el grupo
sin caries encontrandose asociacion con esta condicion, y L. acidophilus se

encontro exclusivamente en las muestras de saliva de este grupo de nifios.

Para este estudio fueron seleccionados 18 participantes entre los 7-11 afios de
edad, 8 sin experiencia de caries y 10 que presentaban al menos una lesion de
caries cavitada. EI COPD promedio de los nifios participantes del estudio
correspondio a 1,0 = 1,25 y su ceod fue de 2,7 £ 2,63. Esto se encuentra dentro
del rango nacional determinado por el MINSAL, que describe que en Chile los
valores para nifios de 6 afos son de 0,16 para COPD y de 3,71 para ceod y para
nifios de 12 afios es de 1,9 piezas dentarias para COPD (Soto L. y cols., 2007a;
Soto y cols., 2007b).

En este estudio se utilizaron muestras de saliva no estimulada, pues se ha
descrito que este fluido representa las caracteristicas de la microbiota oral total,
existiendo incluso una correlacion entre la abundancia de Lactobacillus spp.
presentes en este tipo de muestra con los encontrados en caries y placa dental
(Badet y Thebaud, 2008).

Otro método descrito para la toma de este tipo de muestra es, por ejemplo, con
espatula, la cual se humedece en saliva y luego se apoya directamente sobre la
superficie de placas con el medio de cultivo adecuado, como se describe en Piwat

y cols., 2010, para el aislamiento de Lactobacillus spp. desde saliva. Sin embargo,
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este método soélo permite el aislamiento de una pequefa cantidad de UFC por
cada muestra, ademas del requerimiento de que la muestra en la espatula debe

ser sembrada inmediatamente después de la toma de muestras.

En este estudio, para el cultivo de Lactobacillus spp. se utilizé el medio MRS el
cual es descrito como selectivo para el crecimiento de estas especies, y ha sido
utilizado en diversos estudios para el aislamiento y cuantificacion de estos
microorganismos a partir de muestras provenientes desde la cavidad oral
(Marchant y cols, 2001; Caufield y cols, 2007; Piwat y cols, 2010; Yang y cols.,
2010). Caufield y cols. (2007) utilizando este medio de cultivo, obtuvo un alto
porcentaje de Lactobacillus spp. en aislados clinicos, indicando que so6lo un 2% de
las UFC obtenidas correspondian a otros microorganismos. A pesar de estos
antecedentes, en este estudio se obtuvo crecimiento de aislados clinicos de
distintas especies de Streptococcus spp. como S. salivarius, S. vestibularis, S.

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

De los aislados clinicos analizados, aproximadamente el 90 % resultd positivo
para la amplificacion mediante PCR de un fragmento de gen de ARN ribosomal
16s, al utilizar oligonucleétidos especificos para Lactobacillus spp., descritos por
Caufield y cols. (2007). Las muestras que no presentaron amplificacién positiva
fueron apartadas y se asumio que dichas UFC no correspondian a Lactobacillus
spp. Sin embargo, la ausencia de amplificacion pudo deberse también a una
insuficiente cantidad o exceso de ADN en la muestra, o0 a que el ADN se haya

deteriorado por el manejo de la misma.

Por otra parte, en el 90% de las muestras que si presentaron amplificacion positiva
por PCR, no s6lo hubo amplificacién del gen ARNr 16S de Lactobacillus spp., sino
también del gen de ARNr 16s de otras especies, como S. salivarius, S.
vestibularis, S. sobrinus, S. anginosus, S. oralis y S. thermophilus, ademas de un
aislado de P. aeruginosa. Esto implicaria que los oligonucledétidos utilizados no

serian completamente especificos para el género Lactobacillus.
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En este estudio se pudieron aislar e identificar a partir de las muestras de saliva de
nifos sin experiencia de caries, las especies L. fermentum, L. rhamnosus, L.
casei/L. paracasei, L. gasseri/L. johnsonii y L. acidophilus. A partir de las muestras
de saliva de sujetos con caries, también se obtuvo crecimiento de L. fermentum, L.
rhamnosus, L. casei/ L. paracasei y L. gasseri/ L. johnsonii, asi como también de
L. salivarius y L. acetotolerans.

L. fermentum fue la especie bacteriana mas abundante aislada a partir de la saliva
de nifios libres de experiencia de caries. Si bien, también fue aislada a partir de las
muestras de saliva de los nifios con caries, presentd una asociacion
estadisticamente significativa con las muestras de saliva de los nifios sin
experiencia de caries (p=0,011). Esto es congruente con lo encontrado por Colloca
y cols. (2000) y Ahumada y cols. (2003). En otros estudios se ha descrito que L.
fermentum seria un comensal habitual de la cavidad oral, que estaria presente en

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

En este estudio, L. acidophilus fue aislado exclusivamente a partir de muestras de
saliva de los nifios sin experiencia de caries. Esto es similar a lo reportado en el
estudio de Koll-Klais y cols. (2004), en el cual se analizd la presencia y
composicién del género Lactobacillus en saliva de nifios escolares de Estonia sin
experiencia de caries, determinando que L. acidophilus se encontraba presente en
el 9% de las muestras. Sin embargo, en el estudio de Nancy y Dorignac (1992),
analizaron muestras de placa dental y dentina cariosa, obtenidas de nifios de 5 a
15 afios de edad con caries, y muestras de saliva de nifios sin caries, encontrando
L. acidophilus en los tres tipos de muestra. También en el estudio de Smith y cols.
(2001), esta bacteria fue encontrada en un 7,69% de las muestras de placa dental
y saliva de sujetos con caries dental. Por lo tanto, se requeririan mas estudios
para poder determinar si esta especie esta relacionado a alguna condicion de

salud oral especifica.

Por otra parte, L. salivarius fue aislado s6lo a partir de las muestras de saliva de
nifios con caries, presentando una asociacion con esta condicién (p=0,002). Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Piwat y cols. (2010), donde esta
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bacteria fue la mas prevalente en la saliva de nifios con caries, en Tailandia. Esto
podria deberse a que esta especie tiene una mayor capacidad cariogénica debido
a sus factores de virulencia, como son su capacidad acidogénica (Martin y cols.,
2006) y acidurica (Strahinic y cols., 2007). Se ha visto que las diferentes especies
de Lactobacillus muestran diferentes habilidades para generar acido, siendo
clasificadas en tres grupos de acuerdo a esta capacidad: fuertes, moderadas y
débiles productoras de acido, encontrandose a L. salivarius dentro del grupo fuerte
(Piwat y cols., 2012).

L. acetotolerans también se encontré presente solo en las muestras de saliva de
nifos con caries, pero no se encontré en la literatura algun reporte de la
asociacion de esta bacteria con cavidad oral o con el proceso de caries dental.
Este microorganismo ha sido aislado a partir de alimentos fermentados (Entani y
cols., 1986; Nakayama y cols., 2007), por lo que su presencia en boca podria

deberse al consumo reciente de alguno de ellos.

L. rhamnosus, L. casei/L. paracasei y L. gasseri/L. johnsonii fueron aisladas a
partir de saliva, independiente del estatus de caries que presentara el nifio. Con
respecto a L. casei y L. rhamnosus, un gran nimero de estudios han asociado su
presencia a sitios con caries, como en un estudio de Marchant y cols. (2011)
donde se describe que estas especies fueron aisladas predominantemente desde
dentina infectada en nifios con caries temprana de la infancia, y el estudio de Byun
y cols. (2004) donde encontraron la presencia de ambos microorganismos
asociada a lesiones de caries en dientes de adultos. Por otra parte, L. rhamnosus
y L. paracasei también han sido descritos como microorganismos asociados a
saliva de nifios sin experiencia de caries (Koll-Klais y cols., 2004). En este estudio
no fue posible discriminar entre las especies L. casei y L. paracasei, debido a que
su similitud a nivel de genoma es muy elevado. Para lograr asignar a una u otra
especie se debe secuenciar un fragmento de mayor tamafio del ARNr 16S, y se
recomienda también secuenciar el 23S ARNr. Lo mismo para L. gasseri/ L.

johnsonii.
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En este estudio ademas se encontraron especies de Streptococcus, siendo S.
vestibularis y S. salivarius las més abundantes. Estas son bacterias comensales
gue se encuentran colonizando principalmente el tracto digestivo (Seow y cols.,
2009), y predominan en la regién orofaringea (Bik y cols., 2010), lo que es
consecuente con el hecho de que aparecieron en saliva de los nifios con caries y
sin experiencia de caries, por lo que no se encontrarian asociadas a una de esas
condiciones en particular. Se ha reportado que S. salivarius podria tener un efecto
inhibitorio de Streptococcus patdégenos (Ogawa y cols., 2011) y de bacterias que

producen infecciones periodontales (Lévesque, 2003).

Los nifilos libres de experiencia de caries poseian menores recuentos de
Lactobacillus spp. que aquellos con caries, y un mayor % de las muestras aisladas
de éstos correspondieron a bacterias que no eran Lactobacillus spp.. Esto puede
tener relacion con que estos microorganismos no poseen sistemas de adhesion
que les permitan permanecer en cavidad oral. Se ha descrito que S. mutans y
otras bacterias acidogénicas orales crearian el nicho necesario (lesién precaria)
capaz de retener mecanicamente a Lactobacillus spp. Se habla del “modelo de
nicho retentivo”, un prerrequisito necesario para que se produzca la colonizacién
de Lactobacillus en la cavidad oral. En este lugar se produce retencion de otros
Lactobacillus planctonicos y ademas provee un area de bajo pH y un ambiente
anaerobico donde también se produce atrapamiento de comida que proveen una
rica fuente de carbohidratos (Caufield y cols., 2015). Esto indica que es
mayormente factible poder aislarlos desde la saliva de individuos que porten estas

lesiones precarias.

Algunos autores han investigado el rol de Lactobacillus spp. como probioticos para
mejorar la salud oral, debido a que estudios indican que poseeria actividad
inhibitoria contra Streptococcus spp. cariogénicos y patdégenos periodontales como
P. gingivalis y A. actinomycetencomitans (Koll-Klais y cols., 2005; Teanpaisan y
cols., 2011). Una de las especies mayormente propuestas y evaluadas para su
uso como probioticos en salud oral es L. rhamnosus GG (Stecksén-Blicks y cols.,
2009; Néase y cols., 2001). L. rhamnosus exhibe actividad antagonista contra
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bacterias cariogénicas (Simark-Mattson y cols., 2007) y al ser utilizada en ensayos
clinicos en nifios preescolares, se observo que redujo el riesgo de caries (Nase y
cols., 2001) y disminuyd la incidencia de estas lesiones (Stecksén-Blicks y cols.,
2009). Sin embargo, se ha descrito que el efecto de los probidticos en cavidad oral
desaparecerian al dejar de consumir el producto (Petti y cols., 2001; Hasslof y
cols., 2013; Rodriguez y cols., 2016). En este estudio L. rhamnosus se encontrd
presente en saliva de nifios con caries y en saliva de nifios sin caries, lo que
indicaria que no existiria una asociacion especifica con ninguna de las dos
condiciones. Sin embargo se requiere aumentar el nimero de nifios y muestras
del estudio, para determinar claramente el rol de cada especie de Lactobacillus en

la cavidad oral.

Este estudio se planteé como un primer acercamiento en la determinacion de las
especies de Lactobacillus spp. presentes en saliva en una poblacién de nifios
chilenos. Esta informacion cobra relevancia debido a que el conocimiento actual
del proceso de caries releva la participacién de Lactobacillus spp. como factores
etioldgicos de la enfermedad, siendo fundamentales en la progresion de la lesién

en dentina.

De acuerdo a lo planteado, un mayor conocimiento de las especies involucradas
en la etiologia de la caries dental en sus diferentes etapas en la poblacién infantil,
entre ellas Lactobacillus spp., permitiran enfocar medidas preventivas costo
beneficiosas que contribuyan a la disminucion de los indicadores de historia de

caries de nuestra poblacion.
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6) CONCLUSIONES

e Las especies de Lactobacillus presentes en saliva de un grupo de nifios
chilenos de 7 a 11 afios de edad con experiencia de caries difieren de las

presentes en saliva de nifios sin experiencia de caries.

e Existen especies de Lactobacillus que no estarian relacionadas al estatus
de caries del nifio, y que se encontraron en ambos grupos estudiados,

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

e L. salivarius solo fue obtenida a partir de muestras de saliva de nifios con
caries, presentando una asociacion estadisticamente significativa con esta
condicion (p=0,026).

e L. fermentum fue la especie mas abundante en la saliva de nifios libres de
caries, presentando una asociacion estadisticamente significativa a las

muestras de este grupo (p=0,003).
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Usted y su hijo{a)} han sido invitados a partidpar en este estudio. No tiene gue decidir hoy
sl desean participar en este estudio. Antes de tomar su decisidn pueds hablar acerca de la
investigacidn oon cualquier persona de su confianza. Este process s& conoce como Consentimiento
Informado y puede gue contenga términos que usted no comprenda, por lo gue siéntase con la
absoluta libertad para preguntar sobre cualguier aspecto que le aywde a aclarar sus dudas al
respecto. Una ver aclarada todas sus consultas y después gue haya comprendido bes objetivos de
la Investigacibn, si usted desea que su hijo{a) participe, se le solicitard que firme este formularks.

Los aspectos de este formulario tratan los skguientes temas: Explicacidn del proyecto,
Justificacién de la Inwvestigacidn, Objetive de la Investigacidn, Tipo de Intenb;-.ﬂclm ¥

procedimients, Beneficios y Rlesgos Asociados a la Investigacidn v Aclaraciones. ‘:"u
"‘," |
3\, _enes IF'
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EXPLICACION DEL PROYECTO

La caries dental es uno de los principales problemas de salud bucal & mivel mundial, afectando a
mas del 60% de la pobladdn escolar. Su origen se asocia con la presencia de muchas bacterias
adheridas sobre bos dientes, gue forman lo gue se conoce como placa bacterana. En esta placa
viven bacterias que producen addos, produciendo pérdida del esmalte dental v la formadon de
caries. Las bacterias ackdo-lacticas son un tipo de bacterias emcontradas en la placa dental y
numerosos estudios sefialan gque s2 encuentran muy relacionadas al desarrollo de caries. Comio su
nombre bo indica, las bacterias acido-lacticas son productoras de acido lactico. La produccion de
este acido es lo gue kes da a estas bacterias la capacidad de producir caries. Ademas de producir
acido estas bacterias deben wvivir tolerando el ambiente acido gue ellas mismas generan. Se
propone que |a capacidad de vivir en um ambiente acido también tendria relacion con como estas
bacterias forman caries. Por todo eso, se guiere estudiar esta capacidad en bacterias acido-
lacticas presentes en saliva y en sitios de caries y compararlas.

Objetivo de la Investigacian

La presente investigacidn tisne por objetivo aislar las bacterias acido-lacticas que se encuentran
en la saliva yfo en lals) cares de su hijof{a), identificarlas y amalizarlas. Se estudiara si son
buenas o malas productoras de acido ¥ 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 carnes.
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 bos

resultados que s& generen seran informacion muy importante v no disponible sobre como las
bacterias producen caries. Ademas su hijo recibira un s=t de productos para el aseo dental.

Tipo de Intervencién y Procedimiento.

Si usted decide gue su hijofa) participe se le realizara un examen bucal para evaluar como se
encuentra su dentadura y se Ccontaran bos dientes que posea con canes ¥y aquellos que haya
perdido, esto es para determinar un indice de salud bucal que s= conoce como ceod-COFPD.
Tambign s2 tomara una muestra de saliva con una pipeta plastica esteril 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 gensraran ningun tipo de dobor para su hijo.

Riesgo de la Investigacion.
Su hijo{a) no correra ningdn riesgo durante el procedimiento de la inwvestigacion, fampoco
posterior a ésta, ya que son metodos no invasivos.

Aclaraciones
# La partidpacdon de su hijofa) es completamente voluntaria.
« Mo habra nimguna consecuencia desfavorable para usted o su hijofa), en caso de no
aceptar la participadon en este estudio.
Si usted decide pueden retirarse del estudio cuando lo deseen.
Mo tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.
Mo recibira pago por su participacian.
Usted podra solicitar informacion actualizada sobre el estudio, al investigador responsable.
La informacion obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacion de padentes, sera
mantenida con estricta confidencalidad por los investigadores.
* 5 considera gue no existen dudas ni preguntas acerca de I3 participacidn de su hijofa),
puede =i lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa al duc:.gn’_eijl_e_!.;:
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Formulario de Consentimiento Informado

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

COnsecusncia acepto que:

1. He leido y comprendido la informacion antericrmente entregada y mis preguntas han sido
respondidas de manera satisfactoria.
Tengo conocimiento del procedimiento a realizar en mi hijofa).
Conozoo los beneficios de partidpar en la Investigacion.
El procedimiento no tiene riesgo alguno para la salud de mi hijofa).
Ademas de esta informacion que he recibido, sere informadofa) cuando ko solicite de los
resultados de esta investigacion, de manera verbal y/fo escrita si fuera necesaria.

LAl ol

Declaro gue la participacion de mi hijo{a) en este estudio es libre y woluntaria,
pudiendo incluso dejar de participar en el cuando el o ella lo desee. Sé gue la informacion
obtenida de su persona sera fratada de manera absolutamente confidencial, ¥ Omicamente
utilizada para fines de investigacion, sin fines de lucro. Enmtiendo gque su nombre y sus datos
personales seran codificados para & uso en este estudic vy no seran jamas identificados
piablicamente.

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:

« Mombre del Padre, Madre o Tutor Legal:

+« Firma del Padre, Madre o Tutor Legal:

= Fecha:

Seccion a llenar por el Investigador Principal

He explicado al Sria) la naturaleza de la
investigacion y los riesgos y beneficios gue implica la participacion de su hijo(a). He contestado a
las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto gque conozco la normativa vigenmbe
para la realizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella.

+« Mombre del Investigador PFrincipal: Claudia Andrea Lefimil Fuente

* Fima:

# Fecha:

En caso de cualguier duda puede acudir a Sergio Livingstone Pohlhammer 943 (ex-0Olivaos),
Facultad de Odontologia de Universidad de Chile, Edificio Colin piso -1 (Area de Bioguimica) de
Lunes a Wiernes de 9 a 18 horas o comunicarse con Claudia Lefimil a los nomeros 29781972 o
29781816, ¥
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ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

ACTA N°: 2012/18
1. Acta De Aprobacion 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 aprobacion del Proyecto:

Dr. Juan Cortes Valentina Fajreldin
Presidente Miembro permanente del CEC
Dr. Eduardo Rodriguez Dr. Alejandro Escobar
Miembro permanente del CEC Miembro permanente del CEC

3. Fechad Aprobacién: 30/11/2012

4. Titulo completo del proyecto: Regulacion de la respuesta de tolerancia a acide en Lactobacillus
casei: entendiendo su propiedad acidurica en la progresién de la caries dental. VID U INICIA ed. del
27/11/2012.

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

6. Institucion Patrocinante: Facultad de Odontologia de la U. de Chile. Dpto. de Ciencias Basicas y

Comunitarias
7. Documentacién Revisada:

+ Protocolo del proyecto de Investigacién: : Regulacidn de la respuesta de tolerancia a acido
en Lactobacillus casei: entendiendo su propiedad aciddrica en la progresién de la caries dental.
VID U INICIA ed. del 27/11/2012.

* CV del Investigador principal

o Formulario de CI para padres de participantes menores del proyecto : Regulacion de la
respuesta de tolerancia a acido en Lactobacillus casei: entendiendo su propiedad acidurica en
la progresién de la caries dental. VID U INICIA ed. del 27/11/2012. Enmienda del 27/11/2012.

8. Caracter de la poblacion
30 nifies entre 7 a 11 afios de edad, reclutados en la Clinica Odontolégica de la Facultad de
Odontologia, Universidad de Chile, divididos en 15 nifios con mas de 4 caries y 15 nifios sin experiencia de
caries. A todos se les tomara una muestra de saliva, y a los nifios con caries ademas se les tomara una

muestra de placa bacteriana y tejido cariado desde sitios de caries.

9. Fundamentacion de la aprobacién
La caries dental es una enfermedad infecciosa cronica y multifactorial. Los nifios muestran un elevado
nimero de dientes afectados, cuyas lesiones no son tratadas y en nuestro pais, la caries dental tiene el
caracter de una epidemia. Lactobacillus son considerados agentes etiologicos de la caries dental, siendo

rutinariamente aislados desde sitios de caries y asociados con su progresion, habituados a ambientes acidos,
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aungue no se conoce bien como especies de esta bacteria toleran estos ambientes acidos y regulan esta
capacidad. Este estudio pretende comprender cémo Lactobacillus desarrolla y regula su Respuesta de
Tolerancia al Acido, analizando también las bacterias de nifios sanos y nifios con experiencia de caries. Este
estudio permitira establecer si existe una relacién entre la alta presencia de caries, ambientes acidos y el

aumento de la capacidad de generar acido de Lactobacillus en la generacién y progresién de la caries dental.

Este comité a considerado que los riesgos en la toma de muestra son muy limitados. Los investigadores han
incorporado las modificaciones sugeridas por este Comité ya sea en el protocolo de Investigacion como en el
documento de consentimiento informado a saber:

> Respecto a la metodologia, aclard el mecanismo exacto de difusion de informacién hacia el
sujeto. Y operacionalizd la categoria de “nifios chilenos.

> Respecto a aspectos éticos cambid en el Cl "nombre del paciente™ por sujeto de estudio

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile,

Aprueba por unanimidad de sus miembros el estudio: Regulacién de la respuesta de tolerancia a acido en

Lactobacillus casei: entendiendo su propiedad aciddrica en la progresién de la caries dental. VID U INICIA ed.

del 27/11/2012., bajo la supervision de la Dra. Claudia Lefimil como Investigador Principal.

Le recordamos que toda informacién o elemento adicional que deba ser entregado o comunicado a los
participantes, debe ser aprobado por este Comité. Este Comité se reserva el derecho de monitorear este
proyecto si fuera necesario.
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Dr. Juan Cortés Z90AD 5

Presidente del CE /5%
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Fecha: [ /

ODONTOLOGIA
FICHA CLINICA
Nombre: Fecha de Nacimiento: !
Edad: Nacionalidad: Nombre Apoderado:
Nacionalidad Apoderado: Tel:
Colegio: Curso:
Examen Clinico

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

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

Tipo de Denticion: Anomalias y/o mzlos habitos:

Examen Dentario
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Diagndstice Chnico Dagridstico radiografica Diagridstico Chnkco Dagnidstico Radiografico
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DErvaciones:

Plan de Tratamiento:




Evalucion:

Fecha

ACciones

Firma

Evolucion de Indicedores durants el tratarmiento
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