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1.- RESUMEN

La caries dental es una de las enfermedades crénicas infecciosas mas prevalentes
en el mundo. Las lesiones de caries se desarrollan al producirse la pérdida del
equilibrio entre los procesos de desmineralizacion y remineralizacién del esmalte y
dentina, debido a disminuciones en el pH ambiental, que alcanzan el nivel critico
de desmineralizacion del esmalte (pH 5,5). Esta disminucién en el pH se produce
debido a la presencia de una biopelicula bacteriana en la superficie dental,
compuesta por bacterias acidogénicas (capaces de producir &cidos) y aciduricas
(capaces de sobrevivir en un ambiente acido y seguir produciendo &cido), que
producen &cidos organicos como producto de la fermentacién de carbohidratos de

la dieta.

Una de las especies dominantes en la biopelicula bacteriana dental corresponde a
Lactobacillus, uno de los géneros mas grandes y diversos de bacterias
productoras de acido lactico, las que han sido consideradas por décadas como
agentes etioldgicos de la caries dental, siendo aisladas desde sitios activos de
caries y asociadas sisteméaticamente con la presencia y progresion de esta

patologia.

Mientras que la habilidad para producir acido via fermentacion de azlcares es
considerada como una caracteristica innata de las distintas especies de
Lactobacillus, su habilidad para sobrevivir y funcionar en ambientes acidos
(aciduria) es una caracteristica fundamental para su supervivencia. En lesiones
activas de caries podemos encontrar valores de pH cercanos a 4,5 y si
consideramos el microambiente que rodea a cada célula bacteriana en la placa
dental podemos alcanzar valores menores a 3. Ademas se ha descrito que las
especies de Lactobacillus aisladas desde sujetos con alta experiencia de caries
son mas acidogénicas, por lo que es posible suponer que estas especies también
estarian expuestas a ambientes mas acidos, por lo que poseerian una mayor

capacidad para resistir estas condiciones ambientales.



Por todos estos antecedentes, en este estudio se buscé determinar si las especies
de Lactobacillus aisladas desde sitios de caries dentinaria profunda poseian una
mayor resistencia a acido y diferian de las especies aisladas desde saliva de
individuos con o sin caries. Ademas, se propuso que las especies de Lactobacillus

encontradas en cada sitio serian diferentes.

Para esto se analizaron muestras provenientes de saliva y lesiones de caries de
17 niflos de 7-11 afios, 8 sin experiencia de caries y 9 con al menos una caries en
dentina, a fin de determinar las diferentes especies de Lactobacillus presentes en
cada condicion y la resistencia a acido de cada una de éstas. Para esto, cada
muestra se sembrdé y cultivd en placas de medio MRS a pH 6,2 y pH 4,2, y luego
se identificaron las especies presentes, mediante el uso de reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR) y secuenciacion.

Los resultados obtenidos indican que las muestras obtenidas desde sitios de
caries poseen Lactobacillus spp. mas resistentes a acido que las muestras de

saliva de los mismos nifios con caries (p=0,084).

Si bien las especies de Lactobacillus aisladas desde diferentes sitios no difieren
entre si, pudimos observar que L. fermentum y L. rhamnosus, se encontrarian
significativamente asociadas a saliva de nifios sin caries (p=0,0007 y p=0,002) y
especies como L. salivarius y L. johnsonii / L. gasseri se encontrarian asociadas a
saliva de niflos con caries (p<0,0001 y p=0,0391). Del mismo modo, L. casei / L.
paracasei se encontraria significativamente asociada a las muestras de caries
(p=0,0005).

Por lo tanto, se concluye que las especies de Lactobacillus aisladas desde sitios
de caries de nifios de 7-11 afios de edad, poseen una mayor resistencia a acido
que las obtenidas desde muestras de saliva de los mismos nifios con caries,
ademas, estos nifios presentan mayor diversidad de especies de Lactobacillus en
boca, que los niflos sin lesiones de caries para el mismo rango de edad. Y que
existen especies de Lactobacillus (L. fermentum y L. casei / L. paracasei) que
poseerian mayor resistencia acido y que se encontrarian principalmente habitando

sitios de caries.



También, se concluye que existen especies de Lactobacillus relacionadas a la
ausencia de caries (L. fermentum y L. rhamnosus) y otras relacionadas a la
presencia de caries, especificamente a saliva (L. salivarius y L. johnsonii / L.
gasseri) 0 a sitios de caries (L. casei / L. paracasei).



2.- MARCO TEORICO
2.1.- Caries dental

La caries dental es una de las enfermedades crénicas infecciosas mas prevalentes
en el mundo (Petersen P., 2003; Kassebaum N. y cols., 2015). Se considera como
una enfermedad infecciosa, multifactorial y transmisible. Corresponde a un
proceso dinamico de periodos alternados de desmineralizacién y remineralizacion,
caracterizado por la destruccion localizada y progresiva de los tejidos duros del
diente. Se encuentra asociada tanto a factores genéticos, relacionados con las
caracteristicas individuales de los dientes, saliva y sistema inmune, como a
factores sociales y familiares (Sujlana A. y Pannu P., 2015; Opal S. y cols., 2015).
Asi como también se encontraria asociada a una dieta con alto contenido de
azucares fermentables, en la que microorganismos presentes en la cavidad oral
jugarian un papel fundamental, metabolizando estos azlcares y produciendo
acidos que serian los responsables de la desmineralizacion de los tejidos
dentarios (esmalte y dentina), es decir, de las lesiones de caries (Takahashi N. y
Nyvad B., 2010).

La caries dental se relaciona muy estrechamente con los estilos de vida y
conductas individuales de las personas. Algunos factores de riesgo asociados al
proceso de caries incluyen deficiente higiene oral, habitos dietéticos poco
saludables, consumo frecuente de carbohidratos refinados e inadecuados
métodos de alimentacion durante la infancia, como por ejemplo lactancia materna
inferior a 6 meses (Azevedo T. y cols., 2005; Sayegh A. y cols., 2005). También,
se ha observado que una mujer que posee habitos de cuidado oral deficientes
repetird estos patrones en sus hijos, creando asi las condiciones ideales para el
desarrollo de lesiones de caries (MINSAL, 2012).

Existen ademas diversos determinantes sociales que tendrian un impacto
considerable en la situacién de salud oral de las personas. Los hijos de madres
con un menor nivel educacional presentarian peores condiciones orales que
aquellos con madres con un nivel educacional mayor (Hallett K. y O’Rourke P.,
2003). De la misma forma, también se observan diferencias entre la poblacion

rural y la urbana, presentando mejores condiciones orales aquellos que viven en
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sectores urbanos, debido principalmente a que poseen un mayor acceso tanto a

medidas preventivas como a la atencion odontoldgica (Gao X. y cols., 2011).

El riesgo individual de generar lesiones de caries puede variar en el tiempo,
siempre y cuando los factores relacionados con el proceso de caries también
cambien (MINSAL, 2012). Selwitz R. y cols., (2007) elaboraron un modelo en base
a lo publicado por Fejerskov O. y Maniji F., (1990), que permite visualizar todos los

factores involucrados en el proceso de caries y clasificarlos en 3 grupos (Figura 1).

Nivel
Sociodemografico

Ingresos

Saliva
* Capacidad Buffer
Educacion * Compaosicion
Agentes * Flujo
antibacterianos Azicares

Tasa de
depuracién
Frecuencia

Sellantes Cobertura
de seguro
dental
Fluoruros Proteinas
Conductas
Higiene oral
Habitos Goma de mascar
alimenticios Ca*?
PO,
Conocimientos
pH de la placa
Especies Microbianas
Factores personales CreeTekE e Sl
Oral Actitudes

Factores ambientales orales

B Factores que contribuyen directamente al
desarrollo de lesiones de caries

Figura 1. Factores de riesgo asociados al proceso de caries (Selwitz R. y cols., 2007).

Existirian factores que contribuyen directamente al desarrollo de lesiones de
caries, como lo serian los habitos dietéticos de la persona, las caracteristicas
individuales de los dientes, el tiempo y las bacterias que formarian parte de la
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biopelicula dental (o biofilm) (Figura 1, parte central en celeste), factores
ambientales orales, como la composicion y caracteristicas de la saliva, exposicion
a fluoruros o el uso de agentes antibacterianos (Figura 1, en verde) y factores
personales, como el acceso a la atencion dental, el nivel educacional o nivel

socioecondémico de la persona (Figura 1, en rosa).

2.2.- Sistemas de Evaluacion y Diagnostico de Caries

Para realizar una valoracion del estado de salud dental en las poblaciones se han
utilizado diferentes indices, que ayudarian a cuantificar la prevalencia de la caries
dental. El mas utilizado en los distintos estudios epidemiologicos es el indice
COPD/ceod. Este indice fue desarrollado por Klein H., Palmer C. y Knutson J. en
1938 y considera tanto la experiencia pasada como actual de caries, al tomar en
consideracion no solo las lesiones activas de caries sino también aquellos dientes
que fueron tratados o perdidos producto de estas lesiones. El indice COPD se
utiliza en denticion permanente y se obtiene de la sumatoria de dientes Cariados,
Obturados y Perdidos (Tabla 1). En denticiébn temporal se utiliza su equivalente
gue corresponde al indice ceod que se obtiene de la sumatoria de piezas dentales
temporales Cariadas, Extraidas (o con indicacion de exodoncia) y Obturadas
(Tabla 2).

Tabla 1. indice COPD

Cddigo Significado

Diente con caries.

C

O Diente obturado.
P Diente perdido.
D

Se considera un total de 28 dientes en boca.




Tabla 2. indice ceod

Codigo Significado

Diente temporal con caries.
Diente temporal extraido.
Diente temporal obturado.

o o oo O

Se considera un total de 20 dientes en boca.

Para la deteccion y evaluaciéon de la caries dental existen alrededor de 29
sistemas que varian segun pais y autor (Ismail A. y cols., 2007). El Sistema
Internacional para la Deteccion y Evaluacion de Caries (ICDAS) corresponde a
uno de estos sistemas de diagnostico de caries, creado para la practica clinica,
investigaciéon y desarrollo de programas de salud publica (Ismail A. y cols., 2007).
Este sistema posee alrededor de un 70 — 85 % de sensibilidad, y una especificidad
que va entre un 80 — 90 % para la deteccion de caries ya sea en denticion
temporal o permanente, variando de acuerdo al grado de entrenamiento y
calibracion del personal examinador. El sistema ICDAS lo comprenden 7 codigos
que van del 0 al 6 (Tabla 3). El cédigo 0 corresponde a un diente sano, los cédigos
1 y 2 corresponden a caries limitadas al esmalte dental, los codigos 3 y 4 se
consideran caries que afectan tanto al esmalte como a la dentina pero sin exponer
esta Ultima, y finalmente los cédigos 5 y 6 se consideran lesiones de caries con
dentina expuesta y sélo varian en la extension de esta lesion (Tabla 3).



Tabla 3. Codigos del sistema ICDAS.

Codigo Significado

0 Diente sano.

Mancha blanca o marrén visible en esmalte dental seco.

Mancha blanca o marrén visible en esmalte dental himedo.
Microcavidad en esmalte, menor a 5 mm, sin exposicion de dentina.
Sombra oscura de dentina bajo esmalte sin cavitacion visible.

Cavidad mayor a 0,5 mm con exposicion de dentina.

o 01~ W DN B

Cavidad que abarca mas de la mitad de la superficie dental con
exposicion de dentina.

2.3.- Microbiologia de la caries dental

Durante las ultimas décadas, se han desarrollado tres hipétesis principales que
intentan explicar la etiologia de la caries dental: la hipétesis de placa especifica, la
de placa no especifica, y la de placa ecoldgica. La hipotesis de placa especifica
postulaba que sOlo unas pocas especies, como Streptococcus mutans y
Streptococcus sobrinus, estaban involucradas activamente en la enfermedad de
caries (Loesche W., 1992). La hipoétesis de placa no especifica sostenia que la
caries dental seria el resultado de la actividad total de la microbiota oral, la cual
incluiria una gran diversidad de especies microbianas (Theilade E., 1986). Por
altimo, la hipétesis de placa ecoldgica, la mas aceptada hoy en dia, sugiere que la
caries es el resultado de un desbalance en la microbiota residente, producto de
cambios en las condiciones ambientales locales en la cavidad oral (Marsh P. y
cols., 1994).

Como se mencion0 anteriormente, las lesiones de caries se desarrollan producto
de un desequilibrio entre los procesos de desmineralizacién y remineralizacion del
esmalte y dentina. Este fendmeno, se debe a disminuciones en el pH ambiental,
que alcanzan el nivel critico de desmineralizacion del esmalte (pH 5,5) (Dong Y. y
cols., 1999). Esta disminucién en el pH se produce debido a la presencia de una

biopelicula bacteriana en la superficie dental, compuesta por bacterias
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acidogénicas (capaces de producir acidos) y aciduricas (capaces de sobrevivir en
un ambiente acido y seguir produciendo acido), que producen &cidos organicos
como producto de la fermentacion de carbohidratos de la dieta (Hojo K. y cols.,
2009).

Takahashi N. y Nyvad B., en el afio 2011, propusieron una extension a la hipétesis
de placa ecologica, para explicar la relacion entre los cambios dinamicos en las
propiedades fenotipicas y genotipicas de la placa bacteriana y el equilibrio de
desmineralizacion y remineralizacion del proceso de caries, proponiendo 3 etapas:
i) etapa de estabilidad dindmica, ii) etapa acidogénica y iii) etapa acidurica (Figura
2) (Takahashi N. y Nyvad B., 2011). En esta hipdtesis, la placa dental corresponde
a un ecosistema microbiano dinamico donde especies de Streptococcus del tipo
no-mutans y Actinomyces principalmente, juegan un papel fundamental

manteniendo la estabilidad de esta dindmica (Etapa de estabilidad dinamica).

Frente a ciertos fenOmenos, como una dieta rica en hidratos de carbono
fermentables o pobre higiene oral, estos microorganismos producirian acidos en
forma permanente, generando una adaptacion microbiana, con la subsecuente
seleccién inducida por acido de bacterias no-mutans mas resistentes a acido y
acidogénicas. Esto, seria critico en la desestabilizacion de la homeostasis de la
placa, facilitando de esta forma un desbalance en el proceso de
desmineralizacién/remineralizacién que se inclinaria hacia la desmineralizacion de

los tejidos dentarios (Etapa acidogénica).

Una vez que ya se ha establecido un ambiente acido, especies de Streptococcus
del tipo mutans y otras bacterias acidiricas aumentarian, promoviendo el
desarrollo de la lesién de caries al mantener un ambiente caracterizado por la
acidez del medio y la pérdida neta de mineral desde la superficie dentaria (Etapa

acidurica).



Etapa de Estabilidad Dinamica
[y Leve/Infrecuente
0‘.% Predominio de Streptococcus del tipo no-mutans y . pegs o s
o ; Acidificacion
G ) Actinomyces
S,
Sy ’eo
% Cx Seleccién/Adaptacion
2, ‘o . . .
% S, % inducida por dcido
@J}__ g&),) @
% %—) Etapa Acidogénica
i Moderada/Frecuente
Acidificacién

Seleccién/Adaptacidn
inducida por dcido

Prolongada/Severa
Acidificacién

Figura 2. El proceso de caries de acuerdo a la hip6tesis de placa ecoldgica extendida.
(Takahashi N. y Nyvad B., 2011).

2.4.- Lactobacillus spp.y caries dental

Diversos estudios clinicos, en conjunto con analisis microbiol6gicos y de biologia
molecular, indican que las especies dominantes en la biopelicula bacteriana dental
serian Streptococcus mutans, otras especies de Streptococcus del tipo no-mutans,
Lactobacillus, Actinomyces y Bifidobacterium (Hojo K. y cols., 2009).

Lactobacillus es uno de los géneros mas grandes y diversos de bacterias
productoras de &cido lactico, al cual pertenecen actualmente 237 especies
(http://www.bacterio.cict.fr/). Pertenecen al filo Firmicutes, clase Bacilli y familia

Lactobacillaceae. Corresponden a bacilos anaerobios facultativos, Gram positivo y
no formadores de esporas (Figura 3).
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Figura 3. Fotomicrografia por microscopia electronica de barrido (SEM) de Lactobacillus
acidophilus sobre discos de hidroxiapatita a) Magnificacion 5.000X b) Magnificacion
20.000X (Blumhagen A. y cols., 2014).

Lactobacillus spp. han sido aislados a partir de una amplia variedad de habitats,
que incluyen productos lacteos fermentados y no fermentados, tracto
gastrointestinal y sistema reproductor humano (Klander O. y Weiss N., 1986).
Lactobacilli aislados a partir del tracto gastrointestinal humano o vagina son
considerados miembros de la microbiota humana autéctona y confieren efectos
beneficiosos al hospedero, debido a que estimulan la inmunidad y contribuyen al
balance natural de la microbiota, al impedir la colonizacion de patdégenos
exdgenos (Saulnier D. y cols., 2009). Todas estas caracteristicas, junto al hecho
de poseer una gran adaptabilidad y a su extenso uso industrial, han hecho de
Lactobacillus spp. organismos de gran interés para su uso como probidticos,
siendo actualmente incorporados a distintos productos lacteos, asi como también,
han sido utilizados como tratamiento de diferentes enfermedades que afectan el
tracto gastrointestinal (Ouwenhand A. y cols., 2002; Tsai E. y cols., 2012).

Algunas especies de Lactobacillus han sido propuestas como agentes probiéticos
gue contribuirian a la mantencién del estado de salud oral, principalmente debido
a investigaciones que indican que poseerian una actividad inhibitoria sobre
Streptococcus del tipo mutans y patdgenos periodontales como Porphyromonas
gingivalis y Aggregatibacter actinomycetencomitans (Koll-Klais P. y cols., 2005;

Teanpaisan R. y cols., 2011).
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Sin embargo, otras especies de Lactobacillus han sido consideradas por décadas
como agentes etiolégicos de la caries dental, siendo aisladas desde sitios activos
de caries y asociadas sisteméticamente con la presencia y progresion de esta
patologia (van Houte J. y cols., 1981; Nancy J. y Dorignac G., 1992; Marchant S. y
cols., 2001; Caufield P. y cols., 2007; Aas J. y cols., 2008; Preza D. y cols., 2009;
Piwat S. y cols., 2010; Lima K. y cols., 2011; Wolff D. y cols., 2013; Martinez-
Pabdén M. y cols., 2013; Kianoush N. y cols., 2014).

En 1981, van Houte J. y cols. publicaron un estudio sobre la microbiota presente
en la superficie dental de sujetos con experiencia de caries, aislando Lactobacillus
spp. del 50% de las placas asociadas a caries. Nancy J. y Dorignac G. (1992)
analizaron la presencia de Lactobacillus spp. en saliva, placa dental y placa de
dentina cariosa en niflos de 5-15 afios de edad, encontrando que estaba presente
en el 100% de las muestras de dentina cariosa, en el 70% de las muestras de
saliva y 29% en las muestras de placa dental, determinando una correlacion
directa entre los indices ceod-COPD vy la presencia de Lactobacillus spp. en

dentina.

Siguiendo con los estudios, Marchant S. y cols. (2001) 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 P. y cols. (2007), analizaron la
diversidad de Lactobacillus spp. en la cavidad oral de mujeres jovenes con
lesiones de caries y determinaron que L. vaginalis, L. fermentum y L. salivarius
estaban presentes en muchos de los sujetos estudiados. Preza D. y cols. (2009)
analizaron los perfiles bacterianos de superficies radiculares sanas y lesiones de
caries radiculares en adultos mayores, observando una mayor diversidad
bacteriana en las superficies radiculares sanas que en las lesiones de caries,
siendo L. casei, L. paracasei y L. rhamnosus las especies mas asociadas en

lesiones de caries radiculares.

Uno de los primeros estudios a nivel de identificacion de especies de Lactobacillus
en cavidad oral de nifios fue el de Piwat S. y cols. (2010). Ellos estudiaron la

distribucion de Lactobacillus spp. en muestras de saliva de nifios tailandeses, con
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y sin experiencia de caries, observando que L. salivarius y L. casei eran las
especies mas prevalentes en nifios con moderada a alta experiencia de cariesy L.

fermentum era la especie mas predominante en todos los grupos estudiados.

Siguiendo con los estudios en adultos, Lima K. y cols. (2011) analizaron la
microbiota presente en diferentes capas de dentina infectada en lesiones de
caries, encontrando que L. casei y L. fermentum estaban presentes en todas las
capas analizadas. Wolff D. y cols. (2013) utilizaron PCR en tiempo real para
analizar la composicion bacteriana de muestras de caries dentinarias de sujetos
adultos y de muestras de placa dental de adultos libres de caries, encontrando
Lactobacillus spp. méas frecuentemente en las muestras de caries. Entre las
especies encontradas estaban L. casei, L. rhamnosus y L. lactis, entre otros.
También en el afio 2013, Martinez-Pabdén M. y cols. analizaron las caracteristicas
microbiologicas de la saliva de pacientes colombianos, en relacion a su
experiencia de caries, asociando mayores recuentos de Streptococcus mutans con
la presencia de lesiones de mancha blanca, mientras que mayores recuentos de

Lactobacillus spp. fueron asociados a la presencia de lesiones de caries cavitadas.

En un estudio publicado por Kianoush N. y cols. (2014), analizaron el perfil
bacteriano de lesiones de caries dentinaria, mediante secuenciacion masiva de los
ARNSs ribosomales 16S (pirosecuenciacion 454). Ellos compararon comunidades
microbianas en diferentes capas de dentina, y el impacto del pH en la diversidad
bacteriana. Las capas mas profundas mostraron pH mas 4&cidos, y estas
condiciones acidicas fueron asociadas con una baja diversidad de las poblaciones
microbianas. El Filo Firmicutes fue el mas abundante en esta condicion (78% a pH
4,5-5,0), y Lactobacillus fue el Firmicutes mas abundante en estas comunidades
(77%), indicando que estas bacterias poseen mecanismos moleculares que les
permiten sobrevivir a estas condiciones, de mejor manera que otros

microorganismos.
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2.5.- Lactobacillus spp., Acidogénesis y Resistencia a Acido

Las distintas especies de Lactobacillus son conocidas por ser prolificas
productoras de acido lactico (acidogénicas) aun en condiciones de acidez del
medio, lo cual implica una serie de ajustes en su metabolismo que les permiten
tolerar pHs acidos (aciduricas). La produccion de &cido la logran mediante la
fermentacion de distintos hidratos de carbono, como por ejemplo glucosa (Piwat S.
y cols., 2012). En el proceso de fermentacién, Lactobacillus transporta acido
lactico fuera de la célula utilizando un sistema de simporte proton-lactato,
disminuyendo el pH del medio celular externo, lo que provoca el ingreso de
protones al medio intracelular. Si la tasa de acumulacion de protones excede la
capacidad tampdn del citoplasma y la capacidad del sistema de eflujo de éstos, el
pH interno comienza a descender y eventualmente alcanzara un punto critico y las
funciones celulares se veran afectadas (Hutkins R. y Nannen L., 1993). Por esta
razon, Lactobacillus spp. ha debido desarrollar mecanismos fisiologicos que le

permitan sobrevivir a la disminucion del pH externo.

La capacidad de vivir en un ambiente acido genera una respuesta que se conoce
como resistencia a acido, que involucra un control especifico en la regulacién de
ciertos genes. Esta respuesta puede ser sostenida en el tiempo para garantizar la
mantencion del pH celular interno (Cotter P. y Hill C., 2003; Matsui R. y Cyitkovitch
D., 2010). Por otra parte, al someter a la célula a estrés acido en condiciones sub-
letales se induce una respuesta adaptativa diferente, conocida como respuesta de
tolerancia al acido, que protege a la célula de la muerte por acido (Cotter P. y Hill
C., 2003; Matsui R. y Cyitkovitch D., 2010). La capacidad acidurica en los
microorganismos puede estar dada por la resistencia a acido, la respuesta de

tolerancia a acido, o ambas.

Numerosos sistemas de resistencia a acido han sido caracterizados en bacterias
Gram negativo, sin embargo, en bacterias Gram positivo hay relativamente poca
informacion al respecto. Uno de los sistemas mas descritos en bacterias Gram
positivo corresponde a una bomba de protones F;Fy — ATPasa, localizada en la
membrana celular. Esta proteina compleja actla translocando protones a travées

de la membrana celular, regulando de esta forma el pH interno celular (Sturr M. y
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Marquis R., 1992; Cooter P. y Hill C., 2003). En muchas especies de Lactobacillus,
la bomba de protones Fi;Fo — ATPasa también juega un papel importante en los
mecanismos de resistencia y tolerancia a acido (Sturr M. y Marquis R., 1992;
Hutkins R. y Nannen L., 1993). Sin embargo, también se han descrito otros
sistemas que formarian parte de los mecanismos de respuesta de tolerancia a
acido en estas bacterias, como cambios en el contenido lipidico de la membrana
citoplasmatica o el aumento en el transporte de ciertos aminoacidos como la
histidina, que permitiria a las bacterias combatir los efectos negativos de la

acidificacion citoplasmatica (Broadbent J. y cols., 2010).

Se ha reportado que las especies de Lactobacillus poseen la habilidad de
fermentar distintas fuentes de carbono (glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa,
manitol, xilitol, sorbitol, galactosa y trehalosa), dependiendo de la especie,
produciendo una disminucion del pH del medio de cultivo (Zayed G. y cols., 2004;
Haukioja A. y cols., 2008; Pham L. y cols., 2009; Almstahl A. y cols., 2012). Esto
indicaria que las especies de Lactobacillus diferirian en su capacidad acidogénica,
producto de variaciones en su habilidad metabdlica para fermentar distintos tipos
de azucares. Lo que les permitiria tener una mayor cantidad y variedad de fuentes
de hidratos de carbono para metabolizar, a diferencia de otras especies presentes

en el biofilm.

Junto con esto, estudios in vitro han mostrado que dependiendo de su origen, los
aislados clinicos de Lactobacillus difieren en su capacidad acidogénica, siendo los
obtenidos a partir de lesiones de caries mas productores de acido (acidogénicos)
gue aquellos provenientes saliva de individuos con baja o nula experiencia de

caries (Piwat S. y cols., 2012).

Mientras que la habilidad para producir 4cido via fermentacién de azuUcares es
considerada como una caracteristica innata de las distintas especies de
Lactobacillus, su habilidad para sobrevivir y funcionar en ambientes &acidos
(aciduria) es una caracteristica fundamental para su supervivencia. Se ha
reportado que en lesiones activas de caries podemos encontrar pHs cercanos a
4,5 (Kianoush N. y cols., 2014), y si consideramos el microambiente que rodea a

cada célula bacteriana en la placa dental podemos alcanzar valores menores a 3
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(Matsui R. y Cyitkovitch D., 2010). Considerando que las especies de Lactobacillus
aisladas desde sujetos con alta experiencia de caries son mas acidogénicas, es
posible suponer que estas especies también estarian expuestas a ambientes mas
acidos por lo que poseerian una mayor capacidad para resistir estas condiciones

ambientales.

Dado estos antecedentes, en este estudio propusimos que, en la cavidad oral, las
especies de Lactobacillus que habitan en sitios profundos de caries son mas
resistentes a acido que sus pares presentes en saliva. Por lo tanto, desde sitios
profundos de caries seria posible obtener aislados clinicos con una capacidad de

resistencia a acido aumentada.

Actualmente no existen reportes en Chile acerca de la caracterizacion de especies
de Lactobacillus presentes en la cavidad oral de la poblacion infantil o su
asociacion con caries. Debido a esto, estudiamos las especies de Lactobacillus
presentes en la cavidad oral de nifios de 7-11 afios de edad. Para esto se
analizaron las especies de Lactobacillus presentes en saliva de nifios sin
experiencia de caries y nifios con caries cavitadas, asi como también las especies
predominantes en los sitios de lesiones de caries dentinarias profundas. Junto a
esto, se analiz6 también la presencia de Lactobacillus spp. con resistencia a acido
aumentada en cada una de las muestras, de modo de determinar si existen
diferencias en esta capacidad entre las distintas especies y los sitios a partir de los

cuales fueron obtenidos.

Este analisis es de gran importancia en salud publica debido a que estas especies
se encuentran presentes en muchos productos lacteos y los nifios estan
constantemente expuestos a incorporar estos microorganismos a su cavidad oral.
Ademas, la caries dental posee caracter epidémico en Chile y es crucial
determinar cuales especies de Lactobacillus estan mayormente asociadas a caries
en la poblacion infantil del pais con el fin de determinar grupos de riesgo y

medidas preventivas especificas.
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3.- HIPOTESIS

Especies de Lactobacillus aisladas desde sitios de caries dentinaria profunda en
nifos de 7-11 afios, poseen una mayor resistencia a acido y difieren de las

especies aisladas desde saliva de nifios con o sin caries.

4.- OBJETIVO GENERAL

Determinar si especies de Lactobacillus aisladas desde sitios de caries dentinaria
profunda en nifios de 7-11 afios, poseen una mayor resistencia a acido y difieren
de las especies aisladas desde saliva de nifios con o sin caries.

5.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar Lactobacillus spp. a partir de muestras de lesiones de caries
dentinarias y saliva de nifios de 7-11 afios con caries y libres de caries, en base a
sus diferentes capacidades de resistencia a acido.

2. Determinar la identidad de las especies de Lactobacillus aisladas a partir de
muestras de lesiones de caries y saliva de niflos de 7-11 afios con caries

dentinarias profundas y de nifios sin caries.

3. Analizar comparativamente los recuentos y la presencia de las distintas
especies de Lactobacillus en las muestras de lesiones de caries y saliva de nifios

de 7-11 afios con caries dentinarias profundas y nifios sin caries.
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6.- MATERIALES Y METODOS

Este protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Etico Cientifico de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo 12.1). Por cada nifio
participante en esta investigacion se obtuvo un consentimiento informado de los

padres del menor (Anexo 12.2).

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.

6.1.- Aislamiento de Lactobacillus spp. a partir de muestras de lesiones de
caries dentinarias y saliva de nifios de 7-11 afios con caries y libres de

caries, en base a sus diferentes capacidades de resistencia a acido.
6.1.1 Reclutamiento de sujetos y examen clinico.

17 nifios entre 7 a 11 afos de edad fueron invitados a participar en este estudio
indicandoles que asistieran a la Unidad de Diagndstico de la Clinica Odontoldgica
de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile, en un horario especificado.
Se reclutaron 8 nifios sin experiencia de caries y 9 nifios con presencia de caries
en dentina profunda. El tamafio muestral fue determinado por conveniencia. Para
esto se les explicaron los objetivos del proyecto de investigacion a los nifios y sus
padres, invitandolos a participar voluntariamente. Luego de haber aceptado
participar y firmado el consentimiento informado, los nifios fueron sometidos a un
examen intraoral donde se registrd6 su COPD/ceod, segun correspondiera, en una
ficha clinica (Anexo 12.3), de acuerdo a los criterios de la Organizacion Mundial de
la Salud del afio 1997 (OMS, 1997).

A partir de los sujetos sin experiencia de caries se tomo una muestra de saliva no
estimulada y a partir de los sujetos con caries dentinarias profundas se tomé una
muestra de saliva no estimulada y una muestra de un sitio de caries dentinaria
profunda obtenida a partir de primeros molares definitivos. Los sujetos con
experiencia de caries pero sin caries dentinaria profunda no fueron incluidos en

este estudio (no se realiz6 toma de muestras). Todas las muestras fueron
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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.

Los padres de todos los nifios examinados recibieron informacion sobre el estado
de salud oral de sus hijos, asi como también, recomendaciones para mejorarlo y
un kit de higiene oral. Ademas, fueron provistos de tratamiento odontoldgico en el
colegio donde asistian, como parte de un programa de la Direccion de Extension

de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

6.1.2 Toma de muestras de saliva y de sitios de caries dentinarias

profundas.

Las muestras de sitios de caries fueron recolectadas con una cuchareta de caries
estéril, y depositadas en 200 uL de tampdn fosfato salino PBS (NaCl 138 mM, KCI
3 mM, Na,HPO, 8,1 mM, KH,PO, 1,5 mM, pH 7,2), tal como se describe
(Kuribayashi y cols., 2012). Las muestras fueron obtenidas a partir de premolares

y molares con lesiones de caries dentinarias profundas.

Las muestras de saliva fueron recolectadas en tubos de plastico estériles y se

tomo aproximadamente 1 ml de saliva no estimulada.

Todas las muestras fueron almacenadas a 4°C por un corto periodo de tiempo
(maximo 1 hora), hasta su procesamiento en el laboratorio de Bioquimica y
Biologia Oral.

6.1.3 Crecimiento y aislamiento de Lactobacillus spp. de acuerdo a su

capacidad de resistencia a 4cido.

A partir de 100 pL de la muestra de sitio de caries dentinaria en PBS, se realizaron
diluciones seriadas 1:10 y 1:100 v/v, y 100 pyL de la dilucién 1:100 fueron
sembrados. Las muestras de saliva fueron diluidas de la misma forma en PBS y
100 pL de las diluciones 1:100 y 1:1000 v/v fueron sembradas. Todas estas
diluciones fueron sembradas sobre la superficie de placas con medio MRS (Oxoid)
agarosa 1% a pH 6,2 (pH normal de crecimiento) y MRS agarosa 1% a pH 4,2
(para aislar las cepas mas resistentes a acido). Para esto se prepar6 MRS a pH

normal (pH 6,2) y fue llevado a pH 4,2 utilizando HCI 1M.Todas las placas fueron
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incubadas a 37°C durante 48 horas, en presencia de 5% de CO, como se describe
(Piwat S. y cols., 2010). El medio MRS en las placas fue preparado con agarosa
en vez de agar, debido a que es mas estable a pH menor a 5.

Se utiliz6 un método de muestreo al azar para seleccionar desde cada placa, 10
unidades formadoras de colonias (U.F.C.) presuntivamente identificadas como
Lactobacillus spp. (colonias redondas, convexas y blancas de bordes lisos),
fueron sembradas nuevamente y crecidas para su aislamiento y posterior

extraccion de ADN gendmico.

6.2.- Determinacion de la identidad de las especies de Lactobacillus
aisladas a partir de muestras de lesiones de caries y saliva de nifios de 7-11

afios con caries dentinarias profundas y de nifios sin caries.
6.2.1 Purificacion del ADN gendmico.

Las muestras de ADN genomico fueron aisladas utilizando el kit FTA-Cards
Whatman®, siguiendo las recomendaciones del proveedor. Colonias de aislados
de Lactobacillus spp. fueron resuspendidas en 50 yL de PBS y depositadas en
cartas de filtros FTA (Whatman®). Posteriormente fueron dejadas secar cercanas
a un mechero. A partir de cada filtro FTA con los 50 pL de resuspension
bacteriana vertida, se obtuvieron 2 perforados de 1,2 mm que fueron lavados de
forma seriada con 200 pL de reactivo FTA (Whatman®) durante 5 minutos en tres
ocasiones, y tampon TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) de igual forma.
Finalmente los perforados fueron secados a 55 °C, quedando de esta forma el

ADN genomico depositado sobre éstos.
6.2.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Un fragmento de aproximadamente 232 pb del gen de 16S rRNA fue amplificado
por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), utilizando los partidores
especificos  descritos para Lactobacillus spp. (Lactolés Fw: 5'-
TGGAAACAGATGCTAATACCG-3’ y Lacto16s Rev: 5'-
GTCCATTGTGGAAGATTCCC -3’) (Caufield P. y cols., 2007).
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Para la realizacion del PCR se utilizé el ADN gendmico en filtros de disco de 1,2
mm obtenidos desde el proceso anterior, 1 UM de cada oligonucledétido, 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 se realizo en el equipo PCR GeneAmp 2400 (PerkinElmer), y el
proceso consistié en una desnaturalizacion inicial de 94 °C por 2 minutos, seguido
de 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por 30
segundos, con una etapa final de 72 °C por 5 minutos. Los productos de PCR
fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa.

6.2.3 Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

Las muestras de ADN se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1%
usando tampon TAE 1x (Tris-acetato 40 mM, Na,EDTA 1 mM, pH 8,3) que
contenia Safeview NBS Biologicals Ltda. que permite la visualizacién de acidos
nucleicos con luz ultravioleta. La electroforesis se realizé6 a 80-100 V por tiempos
variables en amortiguador TAE 1x y los acidos nucleicos se visualizaron en un
transiluminador de radiacion UV. Los geles fueron fotografiados y la imagen

procesada mediante el sistema Carestream.
6.2.4 Purificacion del producto de PCR.

El producto de PCR fue purificado utilizando el kit FavorPrep™ GEL/PCR
Purification Kit (Favorgen Biotech Corp.) a partir del gel de electroforesis de ADN
en agarosa Yy siguiendo las recomendaciones del proveedor. Se corté cada banda
desde el gel, que contenia el ADN a purificar, con un bisturi, bajo trans-iluminacién
con luz UV. El protocolo consistié en agregar 500 pl de buffer FADF a la banda de
agarosa, e incubarla por 15 min a 55° C mezclando por inversion cada 3 min,
hasta su disolucion completa en la solucion. Luego, se esper0 hasta que la
solucion alcanzara la temperatura ambiente, para posteriormente transferir 800 pl
de la mezcla a una columna de coleccién (columna FADF), la cual fue centrifugada
a 14.000 r.p.m. por 30 s., descartando el sobrenadante. Luego se agrego a la
columna 750 pl de solucion de lavado, se centrifugd por 30 s., se descarto el

sobrenadante y se centrifug6 por 3 min mas. Finalmente, se transfirié la columna a

21



un tubo ependorff y se agrego 40 ul de buffer de elucion de ADN al centro de la
membrana, incubando a temperatura ambiente por 2 min, para luego centrifugar
por 2 min a 14.000 r.p.m., eliminando posteriormente la columna y obteniendo el

fragmento purificado en un tubo eppendorf nuevo.

El ADN obtenido fue conservado a -20°C hasta su envio a USA para la posterior

secuenciacion.
6.2.5 Secuenciacion y anédlisis.

Los productos purificados del PCR fueron enviados a Macrogen USA para su
secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron analizadas realizando un
alineamiento de cada secuencia obtenida contra la base de datos no-redundante
(nr) utilizando el programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), no fue

modificado ningun valor base para la realizacion de la alineacion. El analisis de los
resultados obtenidos permitié identificar las especies de Lactobacillus presentes
en cada una de las muestras. Se consider6 una identificacion positiva cuando

existia mas de un 95% de identidad de secuencia.

6.3.- Andlisis comparativo de la presencia de las distintas especies de
Lactobacillus en las muestras de lesiones de caries y saliva de nifios de 7-11
afios con caries dentinarias profundas y nifios sin caries, y su relacién con

la resistencia a acido.
6.3.1 Andlisis estadisticos.

Para determinar si existe asociacion entre la procedencia de la muestra y el pH de
crecimiento, se utilizé el test exacto de Fisher, que permite analizar asociacion
entre dos variables dicotdbmicas en muestras con n pequefio. Se consider6 como
hipotesis nula (Hp) la independencia entre las dos variables y la significancia
estadistica fue fijada en p<0,1 para este analisis.

Con los resultados obtenidos de secuenciacion se realiz6 un anélisis 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
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Fisher con significacion estadistica de p<0,05. También se llevo a cabo un analisis
de la relacion existente entre las distintas especies encontradas con su capacidad

de resistencia a acido.

Para determinar si la distribucién de las edades de los participantes de ambos
grupos en estudio fue similar, se utilizd el test no paramétrico Wilcoxon-Mann-
Whitney debido a que uno de los grupos no presentd distribucion normal. Se
consider6é como hipétesis nula (Hp) que ambos grupos eran similares (poseian
medianas similares), como hipétesis alternativa (H;) que ambos grupos difieren en
distribucion (sus medianas son diferentes). Se rechaza la hipétesis nula con

valores de p=<0,05.
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7.- RESULTADOS
7.1.- Caracterizacion demografica de la poblacion en estudio.

Para la realizacion de este estudio se incluyeron un total de 17 participantes con
edades entre los 7 y 11 afios de edad. De éstos, 8 se encontraban libres de

lesiones de caries y 9 poseian al menos una lesion de caries cavitada.

La edad promedio de los participantes del grupo libre de lesiones de caries fue de
10 £ 1,2 afios y del grupo que presentaba al menos una lesion de caries cavitada,
fue de 10,4 + 1,1 afos, y sus medianas fueron 10,5 y 11 afios, respectivamente
(Tabla 4). Ambos grupos presentaron una distribucion etaria similar, no existiendo
diferencias estadisticamente significativas entre ellos (Test Wilcoxon-Mann-
Whitney p=0,53).

La distribucion por sexo no fue similar en ambos grupos, existiendo en el grupo sin
lesiones de caries un porcentaje de hombres del 75% y de mujeres del 25%,
mientras que en el grupo que presentaba al menos una lesion de caries cavitada
el porcentaje de hombres alcanz6 un 66,6% y el de mujeres un 33,3%. El
promedio de COPD y ceod en el grupo sin lesiones de caries fue de 0 en ambos
casos, mientras que en el grupo que si presentaba lesiones de caries el promedio
de COPD fue de 2,22 y de ceod de 2,33 (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas demogréficas de la poblacién en estudio.

SIN CARIES CARIES
N° de participantes 8 9
% de hombres 75% (6/8) 66,6% (6/9)
% de mujeres 25% (2/8) 33,3% (3/9)
X edad (afios) 10+£1,2 10,4+ 1,1
Mediana edad (afios) 10,5 11
X COPD 0 2,22 +2,10
Xceod 0 2,33+2,23
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7.2.- Crecimiento bacteriano.

Todas las muestras recolectadas, tanto de saliva como de sitios de caries, fueron
cultivadas en medio de cultivo MRS, descrito como selectivo para Lactobacillus
spp., a pH 6,2 (pH normal de crecimiento) y a pH 4,2, para el aislamiento de las

cepas con mayor resistencia a acido

Las colonias fueron identificadas presuntivamente como Lactobacillus spp. por sus

caracteristicas redondas, convexas y blancas de bordes lisos (Figura 4).

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

De las muestras de saliva recolectadas a partir de los nifios sin presencia de
lesiones de caries, se obtuvo crecimiento en el 100% de las muestras sembradas
en medio MRS a pH 6,2, mientras que a pH 4,2 se obtuvo crecimiento bacteriano
s6lo en 3 de las 8 muestras, es decir en un 37,5% de ellas (Tabla 5).

De las muestras de saliva recolectadas a partir de los nifios que presentaban al

menos una lesiébn de caries cavitada, se obtuvo crecimiento en 8 de las 9
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muestras (88,9 %) sembradas en medio MRS a pH 6,2, y en 2 de las 9 muestras
(22,2%) a pH 4,2 (Tabla 5). Mientras que desde las muestras obtenidas a partir de
sitios de lesiones de caries se observo crecimiento en el 88,9% de las muestras
sembradas a pH 6,2y en el 66,7% a pH 4,2 (Tabla 5).

Tabla 5. Crecimiento bacteriano de muestras de saliva y caries de participantes.

Grupo Muestra % Crecimientoa % Crecimiento a
pH 6,2 pH 4,2
Nifios sin Saliva 100% 37,5%
experiencia de n=8 (8/8) (3/8)
caries
Saliva 88,9% 22,2%
Nifios con al. n=9 (8/9) (2/9)
menos una caries _ . .
cavitada Caries 88,9% 66,7%
n=9 (8/9) (6/9)

Al analizar si existe relacion entre la procedencia de la muestra y el crecimiento a
pH 4,2, se pudo determinar que existe una diferencia estadisticamente significativa
al comparar el crecimiento desde las muestras obtenidas desde sitios de caries
versus las muestras de saliva desde los nifios con caries (Test exacto de Fisher,
p=0,084), indicando que existe una asociacion entre las muestras de caries y el
crecimiento a pH 4,2. Esto nos permite sefalar que las muestras obtenidas desde
sitios de caries poseen Lactobacillus spp. con mayor capacidad de resistencia a

acido que las muestras de saliva de los mismos nifios con caries.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar el
crecimiento a pH 4,2 de las muestras de saliva de nifios sin caries versus los nifios
con caries (Test exacto de Fisher, p=0,62), indicando que no existe asociacion

entre estas muestras y el crecimiento a este pH.

No fue posible realizar recuentos de colonias de Lactobacillus en las distintas
muestras debido a que luego de realizar los analisis de PCR y secuenciacion se

evidencio que existid crecimiento de otras especies bacterianas. Por lo tanto, se
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consider6 que los recuentos no eran representativos de la cantidad de

Lactobacillus en cada condicion.

7.3.- Purificacion de ADN gendmico y Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

A partir de las U.F.C. presuntivamente identificadas como Lactobacillus spp. se
procedid a la purificacion de ADN genomico (ADNg), de 10 aislados por muestra

(360 aislados en total), tal como se sefala en la seccion materiales y métodos.

El ADNg obtenido fue utilizado como molde para amplificar mediante PCR un
fragmento especifico de 232 pb del gen 16S rRNA. Se utiliz6 ademas ADNg de la
cepa Lactobacillus casei ATCC 334 como control positivo de amplificacion.

Se encontr6 amplificacién positiva por PCR en mas de un 90% de las cepas
analizadas, lo que se evidencia por la presencia de un fragmento de

aproximadamente 232 pb, amplificado de forma especifica (Figura 5).

B ey Y

Figura 5. Amplificacion por PCR de un fragmento del gen 16S rRNA en diferentes
aislados clinicos. Se muestra una foto representativa de un gel mostrando el resultado del
PCR. El amplificado es de aproximadamente 232 pb. M: marcador 100 pb de tamafio
molecular de ADN (Thermo Scientific®), carriles 1- 9: diferentes aislados clinicos, (-):
control negativo utilizando H,O como molde y (+): control positivo con la cepa
Lactobacillus casei ATCC 334.
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7.4.- Analisis de secuenciacion.

Los productos de PCR fueron purificados y enviados a Macrogen USA para su
secuenciacion (160 productos purificados). Se obtuvo datos de secuencia para el
94,1% de los productos de PCR purificados enviados (143 secuencias). Luego de

realizar el alineamiento de las secuencias obtenidas contra la base de datos no-

redundante (nr), utilizando el programa BLAST (www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST), fue
posible evidenciar que a pesar de que el medio utilizado para el cultivo de las
muestras se describe como selectivo para Lactobacillus spp., crecieron también
algunas especies de Streptococcus, Staphylococcus y Porphyromonas (Tabla 6 y
7).

7.4.1 Distribucidn de especies segln el tipo de muestra.

Las especies de Lactobacillus mas frecuentemente aisladas a partir de las
muestras de saliva de los participantes sin lesiones de caries fueron L. fermentum
y L. rhamnosus. Un gran niumero de aislados de Streptococcus vestibularis y
Streptococcus salivarius fueron también obtenidos a partir de estas muestras
(Tabla 6).

La especie mas frecuentemente aislada a partir de las muestras de saliva de los
participantes que presentaban al menos una lesion de caries cavitada fue L.
salivarius, seguido de L. johnsonii/L. gasseri, mientras que en el mismo grupo, a
partir de las muestras de caries, las especies mas frecuentemente aisladas fueron

L. casei/ L. paracasei y L. rhamnosus (Tabla 6).

Especies como L. hokkaidonensis, L. vaginalis, L. acetotolerans / L. kitasatoni, L.
mellis, L. gastricus y L. equigenerosi fueron aislados con muy baja frecuencia y sin

significancia estadistica (Tabla 6).

Al comparar la presencia de las diferentes especies en las muestras de saliva de
los nifios con caries versus sin experiencia de caries, se observaron diferencias
estadisticamente significativas para L. fermentum y L. rhamnosus, que se
encontrarian asociadas a las muestras de saliva en ausencia de caries (p=0,0007

y p=0,0196 respectivamente) y para L. salivarius y L. johnsonii / L. gasseri, que se
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encontrarian asociadas a las muestras de saliva en presencia de caries (p<0,001 y
p=0,0391) (Tabla 6).

Tabla 6. Especies aisladas en muestras de saliva y caries del total de los
participantes y analisis de test exacto de Fisher al comparar la presencia de las

diferentes especies de Lactobacillus presentes en cada tipo de muestra.

Nro. de Aislados Clinicos Test Exacto de Fisher
Especie Saliva Saliva Lesion Saliva Saliva Saliva
sin con de Caries sin sin con
Caries Caries caries v/s | caries | caries v/s
Saliva v/s caries
con caries
caries

L. fermentum 18 2 4 0,0007* | 0,0006* 1
L. rhamnosus 12 2 16 0,0196* | 0,5100 0,0029*
L. salivarius 6 25 5 | p<0,0001* | 0,7582 | p<0,0001*
L. casei/ L. 2 - 16 0,5000 | 0,0005* | p<0,0001*
paracasei®”
L. hokkaidonensis 2 - - 0,5000 | 0,2380 | ---
L. johnsonii / L. 1 6 1 0,0400* 1 0,0391*
gasseri®
L. vaginalis - - 3 --- | 0,2430 0,2300
L. acetotolerans / - 2 - 0,2000 0,1770
L. kitasatonis®
L. mellis - - 1 --- | 0,5000 1
L. gastricus - - 2 1 0,5060
L. equigenerosi - - 1 ---| 0,5000 1
Porphyromonas - - 1
somerae
Staphylococcus - - 3
epidermis
S. vestibularis / S. 10 2 -
salivarius®

TOTAL 51 39 53

(1) El fragmento secuenciado no permitié distinguir entre estas especies ya que ambas presentan
un alto % de identidad de secuencia gendmica.

(2) Se presentan estas dos especies en una categoria Unica para simplificar el analisis.

(*) Valores con p<0,05.
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Al comparar la presencia de las diferentes especies en las muestras de saliva de
los nifilos sin caries versus en los sitios de caries, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para L. fermentum que se encontraria asociada a la
saliva en ausencia de caries (p=0,0006) y L. casei / L. paracasei que se

encontraria asociada a las muestras de caries (p=0,0005) (Tabla 6).

Por altimo, al analizar las diferentes especies presentes en las muestras de saliva
de nifios con caries y compararlas a las muestras de caries, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para la distribucion de L. salivarius y L.
johnsonii / L. gasseri que se encontrarian asociadas a las muestras de saliva
(p<0,0001 y p=0,0391 respectivamente) y para L. rhamnosus (p=0,003) y L. casei
/ L. paracasei (p<0,0001), que se encontrarian fuertemente asociadas a los sitios
de caries (Tabla 6).

7.4.2 Distribucion de especies por individuo, segun condicién de salud oral
de los participantes (Libres de Caries v/s con Caries) y tipo de muestra.

Al realizar el andlisis considerando como unidad de analisis los nifios portadores
de las diferentes especies, la mas presente en los participantes sin lesiones de
caries fue L. fermentum, siendo aislada a partir de muestras de saliva de 4 de los
8 nifios sin lesiones de caries, es decir se encontrd presente en el 50% de los
participantes sin experiencia de caries (Tabla 7). Esta especie se encontré
también presente en nifios con caries, pero s6lo 2 de los 9 nifios con caries lo
portaban en saliva (22,2%). La presencia de este microorganismo en estos dos

grupos no presento diferencias estadisticamente significativas (p=0,33).

L. casei / L. paracasei se encontr6 en sitios de caries de 5 de los 9 nifios
participantes del estudio (55,6%), y s6lo en una de las muestras de saliva de los
nifios sin experiencia de caries (12,5%) (Tabla 7). Sin embargo, esta distribucién

no presento diferencias estadisticamente significativas (p=0,13).
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Tabla 7. Numero de individuos que presentan las especies identificadas.

. equigenerosi
Porphyromonas somerae
Staphylococcus epidermis
S. vestibularis / S. salivarius

Especie Sin Con caries
caries
Saliva Saliva | Caries
L. fermentum 4 2 1
L. rhamnosus 2 1 3
L. salivarius 3 6 4
L. casei/ L. paracasei 1 0 5
L. hokkaidonensis 2 0 0
L. johnsonii / L. gasseri 1 1 1
L. vaginalis 0 0 1
L. acetotolerans / L. kitasatonis 0 1 0
L. mellis 0 0 1
L. gastricus 0 0 1
L 0 0 1
0 0 1
0 0 2
2 1 0

La especie que se presentd en el mayor nimero de nifios con caries fue L.
salivarius, que fue aislada a partir de 6 de las 9 muestras de saliva, es decir, se
encontré en el 66,7% de los nifios. A partir de las muestras de lesiones de caries
se aisl6 desde 4 de los 9 nifios con caries, es decir en el 44,4% de las muestras
de lesiones de caries (Tabla 7). Sin embargo, esta especie también fue
encontrada en 3 de los 8 nifios libres de caries (37,5%), por lo que no existiria una
asociacion estadisticamente significativa para ninguna de las condiciones

analizadas (p= 0,35y p=1).

7.4.3 Distribucidn de especies segln su capacidad de resistencia a acido.

De las especies aisladas a partir de muestras de saliva de participantes sin
lesiones de caries, sélo L. fermentum y L. rhamnosus fueron posibles de aislar a
pH 4,2, obteniendo 9 y 5 aislados respectivamente, encontrados en 3 de los 8
participantes (37,5%). Mientras que a pH 6,2 fue posible aislar una mayor variedad
de especies de Lactobacillus, incluyendo también L. rhamnosus y L. fermentum
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encontrados en 2 y 4 de los 8 participantes respectivamente (25% y 50%) (Tabla
8). Se encontr¢ diferencia estadisticamente significativa para el crecimiento de L.

fermentum a pH 4,2 (p=0,026) no asi para L. rhamnosus (p=0,3).

Tabla 8. Especies aisladas segun su capacidad de resistencia a acido en

muestras de saliva de participantes sin lesiones de caries.

Numero de aislados
Especies Saliva pH Saliva pH

6,2 4,2
L. fermentum 9 9
L. rhamnosus 7 5
L. salivarius 6 0
L. casei / paracasei 2 0
L. hokkaidonensis 1 1
L. johnsonii / L. gasseri 1 0
S. vestibularis / S. salivarius 10 0
TOTAL 36 15

De las especies aisladas a partir de muestras de saliva de participantes con al
menos una lesién de caries cavitada fue posible aislar L. salivarius, L. johnsonii / L.
gasseri y L. acetotolerans a pH 4,2, obteniendo 5, 3 y 2 aislados respectivamente,
encontrados en 2 de los 9 participantes (22,2%). Sin embargo, la diferencia de
distribucién no fue estadisticamente significativa para ninguna de las tres especies
mencionadas (p=0,45, p=0,16 y p=0,06, respectivamente). Mientras que a pH 6,2
fue posible aislar una mayor variedad de especies de Lactobacillus incluyendo
también L. salivarius y L. johnsonii / L. gasseri, encontrados en 6 y 1 de los 9
participantes respectivamente (66,7% y 11,1%) (Tabla 9).

De las especies aisladas a partir de muestras de lesiones de caries fue posible
aislar una mayor variedad de especies a pH 4,2 que las encontradas en saliva
tanto de participantes sin experiencia de caries, como con caries (Tabla 9). Las
mas predominantes fueron L. rhamnosus con 6 aislados encontrados en 3 de los 9
participantes (33,3%) y L. fermentum y L. casei/L. paracasei ambos con 4

aislados, encontrados en 1 y 5 de los 9 participantes respectivamente (11,1% y
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55,6%). Se determind significancia estadistica para la asociacion entre L.

fermentum (p=0,043) a pH 4,2 y para L. casei/L. paracasei a este pH (p=0,041),

sin embargo no para L. rhamnosus (p=0,38).

Mientras que a pH 6,2 las especies mas presentes en las muestras de lesiones de

caries también correspondieron a L. casei/L. paracasei y L. rhamnosus con 12 y

10 aislados respectivamente, encontrados en 5 y 3 de los 9 participantes
respectivamente (55,6% y 33,3%) (Tabla 9).

Tabla 9. Especies aisladas dependiendo del pH en muestras de saliva y caries de

participantes con al menos una lesion de caries cavitada.

Especie

Saliva
pH 6,2

Saliva
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Caries
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8.- DISCUSION

El presente estudio plante6 como hipétesis que especies de Lactobacillus aisladas
desde sitios de caries dentinaria profunda en nifios de 7-11 afos, poseen una
mayor resistencia a acido y difieren de las especies aisladas desde saliva de nifios

con o sin caries.

Luego de analizar los resultados obtenidos es posible observar que, si bien las
especies identificadas no difieren significativamente de acuerdo al sitio de toma de
muestra, si se observa una mayor diversidad y presencia de bacterias del género
Lactobacillus en aquellas muestras que provenian desde lesiones de caries de los
participantes con al menos una lesion de caries cavitada. También fue posible
observar que las muestras provenientes de lesiones de caries, mostraron una

mayor resistencia a acido.

De acuerdo a esto se valida parcialmente la hipdtesis planteada en esta

investigacion.

Caracteristicas Demograficas de la Poblacion en Estudio

Fueron seleccionados para este estudio 17 participantes entre los 7-11 afios de
edad, 8 sin experiencia de caries y 9 que presentaban al menos una lesién de
caries cavitada. Fue dificil enrolar en el estudio sujetos libres de caries, debido a
que en el rango de edad con el cual se trabajo los indices de COPD y ceod
promedio a nivel nacional son bastante altos, 1,9 y 3,7 respectivamente (MINSAL,
2007), similar a los valores que fueron determinados en el grupo que presentaba
lesiones de caries (COPD 2,22 y ceod 2,33).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las edades
promedio de los participantes de ambos grupos. La edad promedio del grupo de
participantes libres de caries fue de 10 £ 1,2 afios y del grupo que presentaba al
menos una lesion de caries cavitada fue de 10,4 + 1,1 afios, edad en que la
mayoria de los nifios se encuentran en proceso de recambio dentario, pasando de
denticibn mixta primera fase a denticion mixta segunda fase. Esto podria de

alguna forma alterar los valores correspondientes al ceod aumentando el valor “e”
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dependiendo de en qué etapa del recambio dentario se encontrara el participante.
Sin embargo, los valores del grupo en estudio se acercan bastante al promedio
nacional de acuerdo a la edad (MINSAL,2007).

La distribucién por sexo no fue similar en ambos grupos, existiendo en ambos
casos un porcentaje de hombres significativamente mayor al de mujeres, esto
debido a que, a modo general, los hombres se mostraron mas receptivos a

colaborar con el estudio que las mujeres.

Toma de Muestras

Se recolectaron muestras de saliva no estimulada en todos los participantes y a
partir de los participantes que presentaban lesiones de caries se obtuvieron
ademas, muestras de sitio de caries. Ambos tipos de muestra fueron almacenados
a 4°C por un corto periodo de tiempo hasta su procesamiento, lo cual limité la
cantidad de muestras que era posible recolectar cada vez.

A pesar de que en otros estudios (Caufield y cols., 2005 y Martinez-Pabén y cols.,
2013) se utilizé saliva estimulada, en este estudio se optd por utilizar saliva no
estimulada para la toma de muestras debido a que como se pretendia realizar los
recuentos de U.F.C. en cada placa, el uso de saliva estimulada podria afectar los
resultados de esto, junto con que debido a la edad de los participantes, se
consideré peligroso el procedimiento de masticar parafina para estimular la
produccion de saliva, por el riesgo de asfixia o degluciébn de ésta por los

participantes.

Otra metodologia de toma de muestra fue la usada por Piwat y cols. (2010),
quienes la realizaron mediante un método de espéatula modificado, donde ésta era
humedecida y colocada directamente sobre medio MRS. Sin embargo, este

meétodo tampoco habria permitido realizar recuentos de U.F.C.

Por su parte la recoleccion de muestras de sitio de caries se realizé de la misma
forma que la descrita por Caufield y cols. (2005), pero su procesamiento fue

inmediato y no se congelaron muestras para procesarlas de forma posterior.
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Se realiz0 el procesamiento de las muestras no mas alla de 1 hora posterior a la
toma, a fin de evitar cualquier tipo de degradacion o alteracion que pudieran sufrir

tanto las muestras de saliva como las de sitio de caries.

Crecimiento Bacteriano

Todas las muestras recolectadas tanto de saliva como de sitios de caries fueron
cultivadas en medio de cultivo MRS (Oxoid) agarosa 1%, descrito como selectivo
para Lactobacillus spp. (de Man J. y cols., 1960), a pH 6,2 (pH normal de
crecimiento) y a pH 4,2, para el aislamiento de las cepas con mayor resistencia a
acido. Es importante destacar que el pH 6ptimo de crecimiento de bacterias &cido
lacticas es 6,2 y se ha observado un crecimiento disminuido cuando éstas son
cultivadas a pH 4,2 (Horiuchi M. y cols. 2009; Svenséter G. y cols. 2003).

Si bien diversos estudios indican que el medio de cultivo, agar MRS, es selectivo
para Lactobacillus (de Man J. y cols., 1960; Siegumfeldt H. y cols., 2000; Colombo
M. y cols., 2014), fue posible evidenciar, luego de obtener los resultados de
secuenciacion, que se obtuvo crecimiento de otros tipos de bacterias, como

algunas especies de Streptococcus, Staphylococcus y Porphyromonas.

Debido a esto no fue posible realizar los recuentos bacterianos y tampoco
comparar si el numero de unidades formadoras de colonias (U.F.C.) a pH 6,2 era
mayor o menor que a pH 4,2. Por esto el andlisis realizado fue solamente

considerando el crecimiento total o no de bacterias por placa a los diferentes pH.

A pesar de esta limitacion metodoldgica, de todas formas fue posible determinar la
existencia de una relacion entre la procedencia de la muestra y el crecimiento a
pH 4,2. Se pudo determinar que si existe una diferencia estadisticamente
significativa al comparar el crecimiento desde las muestras obtenidas desde sitios
de caries versus las muestras de saliva desde los nifios con caries (Test exacto de
Fisher, p=0,084), indicando que existiria una asociacion entre las muestras de
caries y el crecimiento a pH 4,2. Esto permite indicar que las muestras obtenidas
desde sitios de caries poseen Lactobacillus spp. con mayor capacidad de

resistencia a acido que las muestras de saliva de los mismos nifios con caries.
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De la misma forma no se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar el crecimiento a pH 4,2 de las muestras de saliva de nifios sin caries
versus los nifios con caries (Test exacto de Fisher, p=0,62), indicando que no

existe asociacion entre estas muestras y el crecimiento a este pH.

Estos resultados validan parcialmente la hipétesis, ya que las especies de
Lactobacillus en saliva no poseerian una capacidad de resistencia a acido
aumentada. Esto puede deberse a que el pH salival se encuentra generalmente
cercano a la neutralidad (Hojo K. y cols., 2009), y los microorganismos no

requeririan este tipo de mecanismos de supervivencia al habitar este ambiente.

Purificacion de ADN gendmico y Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

Se encontr6 amplificacién positiva por PCR en mas de un 90% de las cepas
analizadas. No fue posible amplificar el 100% de las cepas, probablemente debido
a que en algunos casos no existia suficiente ADN para una correcta amplificacion
o también debido a que podrian no tratarse de bacterias 0 ser otras especies
bacterianas, por lo que los partidores utilizados para la amplificacibn no serian

tiles.

Los partidores utilizados para la amplificacién del fragmento de 232 pb fueron
descritos como especificos para Lactobacillus spp. (Caufield P. y cols., 2007; Byun
R. y cols., 2004), sin embargo posteriormente al realizar la secuenciacion de los
fragmentos obtenidos se observé que amplificaron también para otras especies
bacterianas como S. salivarius y S. vestibularis, entre otras. Esto implicaria que los

partidores no serian completamente especificos para el género Lactobacillus.

37



Analisis de Secuenciacion

Se obtuvo datos de secuencia para el 94,1% de los productos de PCR purificados
enviados a Macrogen USA, esto podria deberse a que durante el traslado muchas
veces se degradan algunos de los fragmentos purificados. O bien a que las
condiciones de secuenciacién no fueran Optimas para todos los fragmentos de
ADN.

Distribucion de Especies Segun el Tipo de Muestra

Las especies mas frecuentemente aisladas a partir de muestras de saliva de los
participantes sin lesiones de caries fueron L. fermentum y L. rhamnosus
observandose diferencias estadisticamente significativas que las asociarian a
muestras de saliva de participantes sin lesiones de caries. Estos resultados
coinciden con lo expuesto por Piwat S. y cols. (2010), donde también L. fermentum
fue una de las especies mas prevalentes en el grupo de participantes libres de

caries.

De la misma forma, también se encontr6 una asociacion estadisticamente
significativa para la presencia de L. salivarius y L. johnsonii / L. gasseri en
muestras de saliva de participantes con al menos una lesion de caries cavitada.
Esto también coincidiria con lo expuesto anteriormente por Piwat S. y cols. (2010)
quien también encontré una asociacion positiva para la presencia de L. salivarius

en muestras de saliva de nifios con alta experiencia de caries.

Streptococcus vestibularis y Streptococcus salivarius también fueron encontrados
asociados a muestras de saliva provenientes de participantes sin lesiones de
caries. Estos han sido mencionados en diversas publicaciones como
microorganismos comensales que formarian parte de la biopelicula dental,
corresponden a Streptococcus del tipo no-mutans y han sido asociados mas a
estados de salud que por su participacion en el proceso de caries mismo, siendo
incluso postulados para su uso como probidticos (Burton J. y cols., 2011,
Wescombe P. y cols., 2012; Delorme C. y cols., 2015 y Gao X. y cols., 2016).

Ambos corresponden a bacterias comensales que habitarian tanto en la cavidad
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oral como en la via aérea superior y tracto gastrointestinal de los humanos
(Mignolet J. y cols., 2016), poseen la capacidad de fermentar azlcares y producir
acido lactico como resultado de ésto. Son similares a las especies del género
Lactobacillus, ya que ambas pertenecen al orden Lactobacillales, lo que podria
explicar la presencia de estas bacterias en las muestras obtenidas y su

crecimiento en las placas de MRS.

Las especies mas frecuentemente aisladas a partir de muestras de saliva de los
participantes que presentaban al menos una lesion de caries cavitada fueron L.
salivarius y L. johnsonii / L. gasseri, que al ser comparadas con las muestras de
sitio de lesion de caries, donde las especies mas frecuentemente aisladas fueron
L. casei / L. paracasei y L. rhamnosus, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, pudiendo asociar la presencia de L. salivarius y L.
johnsonii / L. gasseri a las muestras de saliva de participantes con al menos una
lesion de caries cavitada y L. casei / L. paracasei y L. rhamnosus a las muestras
obtenidas a partir de lesiones de caries. Esto coincide con lo encontrado por Piwat
S. y cols. (2010) donde L. salivarius y L. casei fueron las especies mas presentes
en nifios con alta experiencia de caries. También concuerda con lo encontrado en
adultos por Marchant S. y cols. (2001) y Wolff D y cols. (2013), donde L. casei y L.

rhamnosus fueron las especies mas prevalentes en muestras de dentina infectada.

Distribucion de especies por individuo, segun condicién de salud oral de los

participantes (Libres de Caries v/s con Caries) y tipo de muestra.

En los participantes libres de caries la especie mas presente fue L. fermentum, la
cual fue encontrada en el 50% de los participantes con esta condicién. Esta
especie también fue posible de aislar a partir de las muestras obtenidas a partir de
los participantes que presentaban al menos una lesion de caries cavitada, pero
sblo en el 22,22% de éstos, no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas para la presencia de esta especie en ambos grupos (p=0,33). De la
misma forma en que fue reportado por Piwat S. y cols. (2010) quien encontré que
L. fermentum era la especie mas prevalente en muestras de saliva de nifios

tailandeses sin importar la condicion de salud oral de éstos.
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La especie mas presente en nifios con caries fue L. casei / L. paracasei, que se
encontrd en sitios de caries de 5 de los nifios participantes del estudio (55,5%), y
sblo en una de las muestras de saliva de los nifios sin experiencia de caries
(12,5%). Sin embargo, a pesar de que esta distribucion no presento diferencias
estadisticamente significativas (p=0,13), este hallazgo coincide con lo descrito
previamente en la literatura por Marchant S. y cols. (2001); Lima K. y cols. (2011);
Wolff D. y cols. (2013) donde describen a L. casei como una de las especies mas

prevalentes en muestras de dentina de sitios de lesiones de caries.

L. salivarius fue la especie mas presente entre en los participantes que
presentaban al menos una lesion de caries cavitada, siendo aislada a partir del
66,7% de las muestras de saliva de los nifios con caries, y a partir del 44,4% de
las muestras de lesiones de caries. Sin embargo, esta especie también fue
encontrada en el 37,5% de los nifios libres de caries por lo que no existiria una
asociacion con ninguna de las dos condiciones analizadas (p= 0,35 y p=1), a
diferencia de lo expuesto por Piwat S. y cols. (2010) quien asoci6 esta especie con

una alta experiencia de caries.

Distribucion de especies segun su capacidad de resistencia a &cido

De las especies aisladas a partir de muestras de saliva de participantes sin
lesiones de caries fue posible aislar L. rhamnosus y L. fermentum a pH 4,2, y a
partir de muestras de saliva de participantes con al menos una lesion de caries
cavitada fue posible aislar L. salivarius, L. johnsonii/L. gasseri y L. acetotolerans a

este pH.

Finalmente, de las especies aisladas a partir de muestras de lesiones de caries
fue posible aislar una mayor variedad de especies a pH 4,2 que las encontradas
en saliva tanto de participantes libres de caries asi como con caries. Las mas

predominantes fueron L. rhamnosus, L. casei/L. paracasei y L. fermentum.

Esto indicaria que estas especies podrian poseer mecanismos de resistencia a
acido mayores a las demas especies de Lactobacillus aisladas a partir de estas

muestras. A la fecha, se han descrito mecanismos de resistencia a acido en un
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gran numero de especies de Lactobacillus, lo que podria corresponder a los
mecanismos que les permitirian sobrevivir en estas condiciones acidicas (Cooter
P. y Hill C., 2003). Estos resultados ademas, son concordantes con los expuestos
previamente en la literatura por Kianoush N. y cols., (2014) quien observé que en
capas mas profundas de dentina en lesiones de caries existian pHs mas bajos,
siendo el Filo Firmicutes el mas abundante en esta condicion (78% a pH 4,5-5,0),

y Lactobacillus el Firmicutes mas presente en estas comunidades (77%).

Si bien las distintas especies de Lactobacillus que fueron posibles aislar tanto a pH
6,2 y 4,2 no difieren significativamente, si es posible determinar una asociacion
entre el sitio de toma de muestra y el crecimiento a pH acido (4,2). Los aislados
obtenidos a partir de muestras de sitio de caries mostraron una capacidad de
resistencia a acido mayor que los obtenidas a partir de muestras de saliva de los
nifios con de caries. Esto nos permitiria concluir que si bien las especies son las
mismas, existirian mecanismos fisiolégicos que le permitirian a las bacterias
generar una mayor resistencia a acido de acuerdo al pH ambiental al que se ven

expuestas.

Tal como propusieron Takahashi N. y Nyvad B. (2011), en su extension a la
hipétesis de placa ecoldgica, existiria una relacion entre los cambios dinamicos en
las propiedades fenotipicas y genotipicas de la placa bacteriana, ya que frente a
ciertos fenébmenos, como un cambio en la acidez del medio, se generaria una
adaptacion microbiana, con la subsecuente seleccion inducida por acido de

bacterias mas resistentes a acido y acidogénicas.

Lactobacillus spp. y su uso como Probidtico

Algunas especies de Lactobacillus han sido propuestas como agentes probidticos
gue contribuirian a la mantencion del estado de salud oral, principalmente debido
a investigaciones que indican que poseerian una actividad inhibitoria sobre
Streptococcus del tipo mutans y patégenos periodontales como P. gingivalis y A.

actinomycetencomitans (Koll-Klais P. y cols., 2005; Teanpaisan R. y cols., 2011).
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En este estudio se observd que cepas tanto de L. rhamnosus como de L.
salivarius, ambos considerados para su uso como probidticos, fueron posibles de
aislar a partir de muestras de dentina infectada, inclusive encontrando una
asociacion positiva para la presencia de L. salivarius en muestras de saliva de

pacientes con al menos una lesion de caries cavitada.

En el afio 2012 Juneja A. y Kakade A., evaluaron los cambios en los niveles de
Streptococcus mutans en saliva de nifios luego de una intervencion con leche
suplementada con probioticos L. rhamnosus hct 70, encontrando que los niveles
de S. mutans disminuian inmediatamente luego del consumo del probiético. Otro
estudio de Nishihara T. y cols. (2014) determiné que el uso de probidticos en
forma de tabletas que contenian L. salivarius aumentaba la resistencia a los
factores de riesgo para caries, disminuyendo los niveles de S. mutans y mejorando
ademas la capacidad buffer de la saliva, a pesar de aumentar los niveles de

Lactobacilli en la saliva de los individuos que consumian el probidtico.

Si bien Lactobacillus spp. no tendria un rol importante en el inicio del proceso de
caries, si lo tendria en la progresion de este al encontrarse asociado en mayor
medida a lesiones de caries ya cavitadas (Martinez-Pabén M. y cols., 2013) y
seria de gran importancia considerar esto al momento de pensar en utilizar estas
bacterias como probidticos, mas aun considerando que una de las especies mas
utilizada como tal corresponde a L. rhamnosus que ha sido asociada tanto en este
estudio, como en otros (Marchant S. y cols., 2001 y Wolff D. y cols. 2013), como

un participante importante en el desarrollo y progresion de lesiones de caries.
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9.- CONCLUSIONES

Las especies de Lactobacillus aisladas desde sitios de caries de nifios de 7-11
afios de edad, poseen una mayor resistencia a acido que las obtenidas desde

muestras de saliva de los mismos nifios con caries.

Los nifios de 7-11 afios con al menos una lesion de caries cavitada presentan
mayor diversidad de especies de Lactobacillus en boca, que los nifios sin lesiones

de caries para el mismo rango de edad.

Existen especies de Lactobacillus relacionadas a la ausencia de caries (L.
fermentum y L. rhamnosus) y otras relacionadas a la presencia de caries,
especificamente a saliva (L. salivarius y L. johnsonii / L. gasseri) o a sitios de

caries (L. casei/ L. paracasei).

Existen especies de Lactobacillus (L. fermentum y L. casei / L. paracasei) que
poseerian mayor resistencia acido y que se encontrarian principalmente habitando

sitios de caries.

Lactobacillus fermentum se encontraria asociado positivamente al crecimiento a
pH 4,2 tanto a partir de muestras provenientes de lesiones de caries como de

saliva de nifios de 7-11 afios sin experiencia de caries.

Lactobacillus casei/Lactobacillus paracasei se encontraria asociado positivamente
al crecimiento a pH 4,2 a partir de muestras provenientes de lesiones de caries de

nifios de 7-11 afios con experiencia de caries.
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10.- SUGERENCIAS

Se sugiere aumentar el numero de participantes en el estudio, tanto sin
experiencia de caries como con lesiones de caries a fin de aumentar el poder
estadistico de los resultados, asi como también seria interesante profundizar mas
en relacion a los mecanismos de resistencia a acido que poseerian las distintas

especies de Lactobacillus.
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12.- ANEXOS

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

Odontologia de la Universidad de Chile
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ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

ACTA M® 201218
1. Acta De Aprobacidn De Protecolo De Estudio N* 2012126,

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

Dr. Juan Cortes Valeniina Fajraldin
Fresidenie Mizsmibro permanenie del CEC
Dr. Eduardo Rodriguaz Dr- Alkejanidro Escobar
Miembro permanente del CEC Mizmioro permanenie del CEC

Y. Fechad Aprobacién: 30112012

4. THulo completo del proyecto: Regulssan de la respuesta de lokranda a dcida en Lactobacils
eassi: entendiends su propiedad aciddnica en 1 progresion de la caries dertal. VID U INICIA ed. ded
T2

E. Investigador responsable: Claudia Lefimil (Bioquimics, Profesce Asisterte)

6. Institucion Patrocinante: Facultad de Odonlologia de k& U, de Chile. Dplo. de Ciencias BASicas y
Comumilarias

7. Documentacion Revisada:

= Protocolo del proyects de Investigacién: - Regulacién de la respuesta de taleransia a deido
en Lacishacillus casei enlendienda su prapiedad acidirica en la progresion de la canies dental,
WID U INICIA ed. del 271 142012

=  CVdel Investigadar principal

= Formmulario de Cl para padres de participantes menores del proyecto @ Regulacion de La
respuesls de talerands a dado en Laciobacillus catai: enlendienda su propiedad acidurica an
la progresion de la canes dental. WVID U INICLA ed. del 2771152012, Enmienda del 271 102012,

B. Cardcter de la poblacisn

30 nifios erdre 7 a 11 afos de edad, recltades en |a Clinica Odenloidgica de ks Faculad de
Ddardologia, Universidad de Chile, diididos en 15 nifias con mas de 4 caries y 15 niflos sin experiensa de
caries. A odos se s lomard una muestra de salva, ya las nifos con canes adends se les lomara una
muesita de placa bacleriana y tjido cariade desde sitios de caries.

8. Fundamentacidn de la aprobacidn
La caries dental s una enfermedad infecciosa crdnica y multifactonal.  Los nifles muesiran un elevado
mimern de diemes afectados, cuyas lesionss no son ialadas y en nuesing pais, la cares dental bene &
cardcler de una epidemia.  Laclobacillus son considerados agenles slialtgicas de la canes denlal, siendo
rubinariamerts aicladas desde sitios de caries y asociadas oon Su progresidn, habiluado: & ambiente: acidos,
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aunque no & conooe bien como espedes de esta bacleria lokeran estos ambientes dcidos y regulan esta
capacdad. Esle estudio prelende comprender como Laclobacllus desamolla y regula su Respuesta de
Tolerancia & Acido, analizando también las bacterias de niflos sanos y niflos con experiencia de caries. Este
estucdio permitird establecer si exisle una relacion entre 3 alta presencia de caries, ambientes acidos y el
sumento de ka capacidad de generar acido de Lactobacilus en la gensracion y progresion de |a caries dertal.

Este comité a considerado que los riesgos en |a loma de muestra son muy limitados. Los investigadores han
incorperado las modificaciones sugeridas per este Comild ya sea en & profocolo de Investigacidn como en &l
documenlo de consentimiento informado a saber:

= Respecto a ks metedologia, aclard e macanismo exacto de difusitn de informacian hacia el
suplo. Y operacionalizd la categoria de “rifios chilenos.

> Respacto a aspeaclos é§cos cambid en & Cl ‘nombre del pacente” por sujeto de estudio

En consecuencia, el Comilé Etico Cientifico de la Facullad de Odonfologia de la Universidad de Chile,
Aprusba poe unanimidad de sys miembiros el estudio: Regulacion de L respuesta de tolerancia & acido en
Lactobadllus caser entendiendo su propiedad acidirica en la progresion de la caries dental. VID U INICIA ed.
del 27/11/2012., bajo 1a supendsion de |a Dra. Claudia Lefimi como Investigador Princpal.

Le recordamoes que toda informacion o elemento adicional que deba ser enlregado o comuricado & los
partidpanies, debe ser aprobado por este Comilé. Este Comilé se resenva el derecho de montorear este
proyecto si fuera necesario.
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12.2 Carta Autorizacion para Toma de Muestras en Unidad de

Diagnoéstico

-:- PRI TATT )
L‘.II'H AT LA
EIH T ESIERALY 151 £ ML

MEECCKIN CLINICA OBONTOLOGICA
DuC 0k N® 15872012

SANTIAGO, noviembre 06 de 2012

Seafior Profesor

Dr. Juan CORTES ARAYA

Presidente Comité Etico Cientifico
‘icedecano Facultad Odontologia, U. de Chile
Presante

Estimado Sr. Vicedecano:

Medianie |la presente me dirijo & Usted para dejar constancia que estoy en conocimiento ded
Proyecto de iwesfigacion fitulado: “Regulacidn de la respuesta de tolerancia a acido en
Lactobacillus casei: entendiendo su propiedad acidirica en la progresion de la caries
dental”, que serd presentado al concurso Programa U-inicia, Concurso de Reforzamienio de
Insercion Productive de Musvos Académicos, VID 2012, por la InvesSigadora Responsabls
Profesora Dra. Claudia Lefimil Puente.

De ser aprobado este proyecto, los pacientes, nifios de 7-11 afios de edsd, seran citados al
Senvicio de Diagnbstico, donde se les realizaria un examen clinico de su cavidad oral para
determinar sus indices ceod y COFD y se realizaria foma de muestras de saliva (con pipeta
pléstica estéril desechable) y desde sitios de caries (con espatula esterilizada, para aguellos
que posean cares cavitadss), previa informacién verbal, escrita y fima de consentimiento
informado por parte del padre o tutor del nifo.

Informo a8 Usted que autorizo el desamolle de dicha inwestigacidn y las acciones dinicas
requeridas para ello, junio con faciitar el acceso & las dependencizs del Servicio de
Diagndstico para los propositos previaments enunciados.

._:T?:\:-
Sin otro particular le saluda cardialmente, ﬁ_ﬁ_:-fi*_- O,

C.C.l
-Prof. Or. Radl Saez 5. — Jefe Servico de Diagndstico, Clinica Odontologica
-Prof. Dra. Claudia Lefimil Puenite — Investigadora Responsable del Froyecto
archivo.

AV, LA PAE N 750 = FONOY Y7350 1 = $785021 = FONQD FAX 9785018 = SANTIAGOCHILE

emenil: climicondwdontelogio uchile o
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12.3 Consentimiento Informado

Ed Z7f1172012

= UNIVERSIDAD DE CHILE

S FACULTAD DE DDONTOLOGLA
E CERARTAMENTO CIENCIAS BASICAS Y DOMUSITARIAS

ARES DE BIDGQUIMICA )
LASORATORID DE BIDQUGMICA ¥ BIDLOGIA ORAL

ODOMNTOLOGIA

CONSENTIMIENTD INFORMADO
(TUTORES DE NINOS MENORES DE 11 ANDOS)

Mombre de Estudia: “Regulacibn de 13 respuesta de tolerancia a dcido en Lactohaciilvs casei:
entendiendo su propiedad aciddrica en la progresidn de la caries dental”

Investigader Principal: Prof. Dra. Claudia Lefimil
Area Bloguimica
Departamento de Cienclas Basicas y Comunitarias
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile
Sargio Livingstone Pohlhammer 943
Independencia, Santiago
Teléfonn 9781792

Institucidn Patracinante: Vicerrectorla de Investigacion y Desarrallo, Universidad de Chile.

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

Presidente CEC:  Sr. Prof. Juan Cortéds Araya
Vicedecano Facultad de Odontolegla de la U. de Chile
Sergio Livingstone Pohinammer 943
Indegendencia, Santiago.
Bmail: vicedeca@odontalogia.uchile.cl

Sujetn de eshudio:

Este documents de Consentimients Informado se aplicard a los padres o tutores de nifles chilenos
menores de 11 afios, y consta de dos partes:

= Informacidn (proporciona informacion sobre el estudio para usted)

= Formulario de Consentimiento (para firmar si estd de acuerdo en participar)

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

Usted y su hijo{a) han sido invitados a partidpar en este estudio. Mo tiene gue decidir hoy
sl desean participar en este estudio. Antes de tomar su decisidn puedse hablar acerca de la
investigacidn con cualquier parsona de su confianza. Este proceso S conooe como Consentimiento
Informado y puede que contenga témings que usted no comprenda, por lo gue siéntase con la
absopluta libertad para preguntar sobre cualguier aspecto que le aywde & aclarer sus dudas al
respecto. Una vez aclarada todas sus consultas y después gue haya comprendido bos objetivos de
la Inwvestigacidn, si ustad desea que su hijo{a) participe, se le solicitard que firme este fomnularks.

Los aspectos de este formulario tratan los siguientes temas: Explicacidn del proyecto,
Justificacién de la Investigacidn, Objetive de la Investigacidn, Tipo de Intervencidn ¥
procedimientos, Beneficios y Riesgos Asociados a la Investigacidn y Aclaraciones. T '-3:%%1

i .l

Fecha firma 7 7 1



Ed 27110012

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 pobladin escolar. Su origen s2 asocia con la presencia de muchas bacterias
adheridas sobre los dientes, gque forman lo gue se conoce como placa bacterana. En esta placa
viven bacterias que producen addos, produciendo perdida del esmalte dental y la formadon de
caries. Las bacterias acido-lacticas son unm tipo de bacterias encontradas en la placa dental y
numerasos estudios sefialan gue s& encuentran muy relacionadas al desarrollo de caries. Como su
nombre ko indica, las bacterias acido-lacticas som productoras de acido lactico. La produccion de
este acido es lo gue les da a estas bacterias la capacidad de producir caries. Ademas de producir
acido estas bacterias deben wivir tolerando el ambiente acido que ellas mismas generan. Se
propone que la capacidad de vivir en un ambiente acido también tendria relacion con como estas
bacterias forman caries. Por todo eso, se guiere estudiar esta capacidad enm bacterias acido-
lacticas presentes en saliva y en sitios de caries y compararlas.

Objetivo de la Investigacion

La presente investigacidn tizne por objetivo aislar las bacterias acido-lacticas gue se encuentran
en la saliva yfo en la(s) cares de su hijo{a), identificarlas y amnalizarlas. Se estudiara si son
buenas o malas productoras de acido y 51 poseen buena o mala capacidad de wivir em 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 ¥ no disponible sobre como las
bacterias producen caries. Ademas su hijo recibira un set de productos para el aseo dental.

Tipo de Intervencitn y Procedimiento.

Si usted decide gue su hijo(a) participe se le realizara un examen bucal para evaluar como se
encuentra su dentadura y s2 contaran bos dientes gue posea con canes y aquellos gue haya
perdido, esto es para determinar un indice de salud bucal que se conoce como ceod-COPD.
Tambign se tomara wna muestra de saliva con una pipeta plastica esteril y desechable (una
especie de chupan). Finalmente, en el caso de que su hijo tenga cares, se le tomara una muestra
desde ella con una espatula esterilizada. Estos procedimientos han sido probados previamente y
no generaran ningldn tipo de dolor para su hijo.

Riesgo de la Investigacidan.
Su hijo{a) mo correra ningdn riesgo durante el procedimiento de la imvestigacion, Eampoco
posterior a ésta, ya que son metodos no invasivos.

Aclaraciones
* La partidpacon de su hijola) es completamente voluntaria.
« Mo habra ninguna consecuencia desfaworable para usted o su hijola), en caso de no
aceptar la participadon en este estudio.
5i usted decide pusden 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 identificadon de padentes, sera
mantenida con estricta confidendalidad por los investigadores.
* 5§ ronsidera gue no existen dudas nd preguntas scerca de la participacion de suw hijofa),
puede si lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa al docuyrentas:-

Rt
OMITE |7
[#1
- ]
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Ed 271173012

Formulario de Consaentimiento Informado

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

COnsecuencia acepto que:

1. He leido vy comprendido la informacion anteriormente entregada y mis preguntas han sido
respondidas de manera satisfactoria.
Tengo conocimiento del procedimiento a realizar en mi hijo(a).
Conozoo los beneficios de partidpar en la Investigacion.
El procedimiento no tiene riesgo alguno para la salud de mi hijo(a).
Ademas de esta informacion gque he recibido, sere informadola) cuando ko solicite de los
resultados de esta investigacion, de manera werbal yfo escrita si fuera necesaria.

LAl Sl

Declaro gue la participacion de mi hijo{a) en este estudio es libee y woluntaria,
pudiendo incluso dejar de participar en el cuando el o ella lo desee. Se gue la informacion
obtenida de su persona sera tratada de manera absolutamente confidencial, y Umicaments
utilizada para fines de investigacion, sin fines de lucro. Entiendo que su mombre ¥ sus datos
personales seran codificados para & uso en este estudio ¥y no seran jamas identificados
publicamente.

Doy mi consemtimiento al investigador vy 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
imvestigacion y los riesgos v beneficios gue implica la participacion de su hijofa). He contestado a
las preguntas y he preguntado si tiene alguma duda. Acepio que conozco la normativa vigente
para la realizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella.

+« Mombre del Investigador Principal: Claudia Andrea Lefimil Puente

* Fima:

* Fecha:

En caso de cualguier duda puede acudir a Sergio Livingstone Fohlhammer 943 (ex-0Olivos),
Facultad de Odontologia de Universidad de Chile, Edificio Colin piso -1 (Area de Bioguimica) de
Lunes a Viernes de 9 a 18 horas o comunicarse con Claudia Lefimil a los ndmeros 29781972 o

29781816, ~alel -:“.-_'T_\\
F iy
OMITE '.';|
OE e
Y ETICA .3"
"\:.___ :._-:"_::-_.-'
Fecha firma ! £ - 3
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12.4 Ficha Clinica

3
A3
b Fecha: /[
c)(}(yjog(}:ia
FICHA CLINICA

Nombre: Fecha de Nacimiento:

Edad: ____ Nacionalidad: Nombre Apcderado:

Nacionalidad Apoderado: Tel:

Colegio: Curso:

Examen Clinico

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

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

Tipo de Denticion:

Anomalias y/o malos habitos:

Examen Dentario

17 1615 14 13 1

0 0 B ) O 0
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Dagriostico Chnkco Dagnostice radiogratica Dagriostico Chinkco Dagridstico Radiografico
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++| Indicadores de Riesgo

ndicador

COPD-5

ceod-z

Dueta

Flaca

SENgraco

Actividad

Caries Prox

valor del
indicador

Diggnostico:

DErvaCiones:

Plan de Tratamiento:
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Evolucion:

Fecha

AcCciones

Firma

Evolucion de Indicadores durante el tratamisnto

ndicadaor COPD-5 ceod-5 Dieta Placa sangrado | Actividad Caries Prox
SP

Valor del

indicador -

ndicadar COFD-5 ceod-3 Dieta Flaca sangrado | Actividad Caries Prox
1o

valor del

indicador
MEB:
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