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RESUMEN

Introduccion: La estomatitis protésica (EP) es una de las lesiones orales mas
frecuentes en adultos mayores (AM) portadores de prétesis removible (PR).
Alteraciones salivales asociadas al envejecimiento, como acidificacion y
disminucién de velocidad de flujo salival (VFS), favoreceria la proliferacion de
levaduras del género Candida (LGC), microorganismos generalmente asociados a
EP. Los probidticos, microorganismos vivos que administrados en cantidades
adecuadas brindan beneficios a la salud del hospedero, podrian modificar
paradmetros salivales y consecuentemente, el recuento y diversidad de especies
del género Candida. El objetivo de esta investigacién es determinar el efecto del
consumo de leche suplementada con probiotico, durante 6 meses, en el recuento
y diversidad de especies del género Candida asociado a cambios en el pH y VFS
de AM, portadores de PR con EP.

Materiales y métodos: 53 AM portadores de PR, con y sin EP, consumieron
diariamente y durante 6 meses leche suplementada con cepa probidtica
Lactobacillus rhamnosus GG o con placebo. Se tomo6 y procesé muestras de
saliva no estimulada al inicio del estudio (TO) y a los 6 meses después del
consumo del lacteo (T6). Las variables estudiadas fueron pH, VFS, recuento y
especies del género Candida. Se utilizaron los test estadisticos Wilcoxon vy t-test,
considerando una significancia del 95%. Las especies de LGC y su asociacion con

parametros salivales se analizaron descriptivamente.

Resultados: El consumo de leche con probiético disminuy6 el recuento de LGC en
los AM con EP, con diferencia estadistica. C. albicans disminuyd pero siguié siendo
la especie mas prevalente, independiente del tipo de leche consumida. El perfil de
Candida no Candida albicans (CNCA) fue modificado en todos los grupos de estudio.
En TO, C. albicans fue la especie méas prevalente a pH<6,5 y en AM con hiposialia.
CNCA presentd mayor diversidad a un pH cercano a la neutralidad o alcalino
(pH>7,1) y a flujos salivales normales, en AM con EP. En T6, la asociacion entre
diversidad de especies del género Candida y parametros salivales sufrid6 una

modificacion, independiente del tipo de leche consumida. Se observdo una



disminucién con diferencia estadistica en las variables pH y VFS solo en el grupo
con EP que consumio leche con placebo.

Conclusiones: En nuestro estudio, el consumo de leche suplementada con cepa
probidtica Lactobacillus rhamnosus GG fue eficaz en la reduccion del recuento de
levaduras del género Candida en la cavidad oral, de AM portadores de PR con EP.
No fue posible comprobar su efecto en el pH salival, VFS, diversidad de especies

del género Candida y en su asociacion con alteraciones salivales.



1. MARCO TEORICO

1.1 INTRODUCCION

Nuestro pais estd viviendo una etapa de transicion al envejecimiento demografico
de su poblacion, al igual que los paises desarrollados. Segun estimaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud, en el afio 2002 existian en el mundo 600
millones de personas mayores de 60 afios, cifra que se duplicaria en el afio 2025 y
que llegaria a los 2 billones de personas para el afio 2050. Internacionalmente, se
ha definido que adulto mayor es toda persona que ha cumplido 60 afos, sin

diferencia entre hombres y mujeres (MINSAL, 2010).

En Chile, la distribucién etaria de la poblacion ha variado significativamente desde
mediados del siglo pasado hasta la actualidad. En 1960 la poblacién adulta mayor
alcanzaba el 7,4% y en el afio 2000 esta cifra aument6 a un 10,2% del total de la
poblacién. De acuerdo al censo de 2002, el 11,4% de la poblacion chilena tenia 60
0 mas afios, sin embargo, en los proximos 20 afios se estima una tasa de
crecimiento de 3,7% anual para este grupo etario. En consecuencia, para el afio
2020 se proyecta que la poblacién adulta representara el 17,3% del total pais
(Olivares, 2006). En 2006, en la regién Metropolitana, los adultos mayores (AM)
correspondian al 12,2% de la poblacién, aumentando a un 16,5% en el afio 2013
(Encuesta CASEN, 2013). Asi mismo, se ha descrito que nuestras expectativas de
vida han aumentado mas de lo proyectado y bordean los ochenta afios, en
promedio para ambos sexos, siendo mayor esta cifra en mujeres (SENAMA,

tercera encuesta nacional de calidad de vida en la vejez, 2013).

El envejecimiento es un complejo fenébmeno biolégico que deriva de la interaccion
entre factores genéticos y ambientales. Este proceso afecta a todos los tejidos y
organos del cuerpo; los tejidos orales y periodontales no son la excepcion. Los AM
son el grupo mas afectado en su salud oral, fenbmeno que habitualmente ocurre
por no haber recibido de manera oportuna medidas de prevencion y tratamientos
adecuados, lo que se ve reflejado en el aumento de patologias orales como caries
dental, enfermedades gingivales y periodontales, e incluso pérdidas dentarias

(Petersen y Yamamoto, 2005). Ademas, en este grupo etario se observan diversos
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cambios debido al propio envejecimiento, tales como el adelgazamiento y
reduccion de la vascularizaciéon en los tejidos de revestimientos de la mucosa oral,
asi como la disminucion de la altura del hueso alveolar. Esto ultimo, por
predominio de los procesos de reabsorcidn por sobre la reparacion. Finalmente,
también se aprecian cambios cualitativos y cuantitativos en la funcién salival,
debido a la atrofia de los acinos glandulares o al efecto secundario de algun
medicamento (MINSAL, 2010).

Las actuales tasas de edentulismo de la poblacion adulta internacional han sido
estimadas entre un 7 y 69% (Gleiznys y cols., 2015). En la encuesta nacional de
salud (ENS) del afio 2003, se evalud el estado de salud oral de las personas,
estableciendo que el 25% de la poblacion total usaba proétesis dental, en mayor
medida las mujeres (30%) que los hombres (19%), siendo mas frecuente la
protesis de maxilar superior (15%) que la del inferior (<1%). Respecto a los adultos
de 65 aflos 0 mas, se evidencié una gran cantidad de individuos edéntulos,
estableciendo que solamente un 0,7% de la poblacién adulta mantuvo todos sus
dientes, un 33,4% correspondieron a desdentados totales y un 75% a
desdentados parciales. De estos ultimos, un 37,1% eran portador de PR en ambos
maxilares, 25,3% en maxilar superior y 0,8% en inferior. También se observé que
las mujeres fueron consistente y significativamente mas desdentadas que los
hombres. Ademas, se reportd que entre los AM solo el 7,5% visita al dentista
regularmente y que el 50,9% de ellos consulta para confeccionar prétesis dental
por razones estéticas. Segun la ENS de 2009-2010, la prevalencia de la
percepcion de necesidad de uso de protesis dental, en el grupo de 65 0 més afios,
correspondio a un 55,3%. Los datos mencionados anteriormente revelan el gran
dafio a nivel oral de este grupo etario, a esto hay que agregar, que gran parte de
los AM carecen de la destreza manual apropiada para eliminar la placa dental de
los aparatos protésicos y dientes, lo cual favoreceria el desarrollo de infecciones
oportunistas de la mucosa oral, particularmente bacterianas y fungicas (Gleiznys y
cols., 2015).

En nuestro pais existe una alta prevalencia de trastornos orales, principalmente en
este grupo etario. Espinoza y cols. (2003) determinaron que la prevalencia de

lesiones en la mucosa oral en AM de la region Metropolitana, correspondié a un
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53%, siendo la estomatitis protésica (EP) la lesibn mas comun con un 22,3%,
seguida por hiperplasia irritativa (9,4%) y varicosidades de la mucosa oral (9%).
Adicionalmente, establecieron que el 34% de los sujetos con EP eran portadores
de PR.

1.2 ESTOMATITIS PROTESICA

La EP corresponde a un proceso inflamatorio de la mucosa de soporte de diversa
extension y severidad, en sujetos parcial o totalmente desdentados, portadores de

PR generalmente en mal estado (Figueiral y cols., 2007).

Epidemiologia

Esta lesién es considerada una de las patologias mas prevalentes a nivel oral, la
cual varia entre el 6,5 al 75% de acuerdo a la poblacion estudiada (Emami y cols.,
2012), afectando alrededor del 60 al 75% de los portadores de prétesis (Salerno y
cols., 2011). En general, se ha descrito una mayor prevalencia de EP en
individuos de edad avanzada y de género femenino (Gendreau y Loewy, 2011,
Marinoski y cols., 2014). Mdltiples estudios han evaluado la prevalencia de la EP
en individuos de edad avanzada, la cual varia entre un 15 a 71% (Gendreau y
Loewy, 2011). Por otra parte, existen estudios que han demostrado que esta
patologia se puede presentar en maxilar y en mandibula; sin embargo, se asocia
mas frecuentemente con el maxilar, afectando especificamente al paladar duro
(Figueiral y cols., 2007; Gleiznys y cols., 2015). En un estudio realizado en nuestro
pais, se establecié que un 68% de los pacientes portadores de PR presentaba

alteraciones en la mucosa palatina compatibles con EP (Gutiérrez y cols., 2013).

Diagnostico y Clasificacion

Habitualmente la EP es asintomatica, presentandose en una minoria de los
pacientes con dolor, prurito o sensacion de ardor, alteraciones de gusto y disfagia

(Gendreau y Loewy, 2011; Gleiznys y cols., 2015). El diagnéstico de esta
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patologia es fundamentalmente clinico, las caracteristicas varian desde pequefias
areas hiperémicas localizadas, hasta lesiones hiperpladsicas que dibujan el
contorno de la base de la prétesis. De acuerdo con la severidad de la lesion el
aspecto clinico se puede modificar, lo cual ha originado clasificaciones clinicas
particulares. La clasificacibn mas utilizada corresponde a la descrita por Newton
(Tabla 1) (Ayuso y cols., 2004; Marinoski y cols., 2014).

Tabla 1: Clasificacion propuesta por Newton de EP segun severidad y

caracteristicas clinicas.

SEVERIDAD CARACTERISTICAS CLINICAS

Tipo | Inflamacion localizada puntiforme.
Mucosa eritematosa con inflamacion difusa y
Tipo Il amplia en relacion con la zona de contacto
protésico.
Tipo Il Lesion inflamatoria crénica con hiperplasia papilar.

Etiologia y Factores predisponentes

Diversos estudios indican que la etiologia de la EP es multifactorial, siendo
asociada a factores locales (protésicos e infecciosos) y factores sistémicos del
hospedero (Figueiral y cols., 2007; Bilhan y cols., 2009; Gendreau y Loewy, 2011).
Respecto a los factores locales, se ha descrito que desajustes protésicos
provocarian lesiones traumaticas e irritacion en las mucosas adyacentes a las
protesis. La EP también se ha relacionado a oclusion inestable, reduccion de la
dimension vertical y antigiiedad protésica (Figueiral y cols., 2007). Sumado a esto,
el uso protésico continuo y el uso de aparatos protésicos durante la noche pueden
producir lesiones microtraumaticas (Gendreau y Loewy, 2011; Marinoski y cols.,
2014). Otros factores predisponentes corresponden a cambios cuantitativos y
cualitativos salivales, como disminucion del pH salival y del flujo salival. Asi
también, esta patologia se ha asociado a reacciones de hipersensibilidad a
componentes del acrilico de las prétesis (Figueiral y cols., 2007; Bilhan y cols.,
2009).
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Por otra parte, entre los factores predisponentes una higiene dental y protésica
deficiente podrian contribuir al desarrollo de EP (Figueiral y cols., 2007; Bilhan y
cols., 2009). Cuando la protesis removible no es higienizada de forma correcta se
desarrolla rapidamente en su superficie un biofiilm (comunidades de
microorganismos inmersos dentro de una matriz extracelular), compuesto por
hongos y bacterias, capaces de colonizar la mucosa oral y jugar un rol importante
en la inflamacion producida durante la EP (Gendreau y Loewy, 2011). Se ha
propuesto que bacterias del género Streptococcus, Staphylococcus y Klebsiella,
presentes en la cavidad oral, podrian participar en el desarrollo de esta patologia
(Pardi y Cardozo, 2003). Respecto a los hongos, diversos estudios han
demostrado que existe asociacion entre la presencia de levaduras del género
Candida (LGC) y EP (Lee y cols., 2013).

En relacion a los factores predisponentes sistémicos, se ha descrito que
deficiencias nutricionales, medicamentos inmunodepresores, antibidticos de
amplio espectro y patologias sistémicas tales como, diabetes mellitus, VIH,
cancer, entre otras, favorecen la colonizacion de LGC y por consiguiente podrian
afectar al desarrollo de EP (Figueiral y cols., 2007; Salernoy cols., 2011; Emamiy
cols., 2012). También se ha asociado esta patologia a tabaquismo y dieta rica en
hidratos de carbonos. Respecto a esto ultimo, se ha descrito que LGC adheridas
al acrilico de prétesis dentales, proliferan en mayor grado en medios
suplementados con altas concentraciones de carbohidratos (Hernandez y cols.,
2009; Salerno y cols., 2011).

Entre todos los factores asociados con su etiologia, el que se encuentra mas
directamente relacionado con EP es la presencia de LGC (Figueiral y cols., 2007;
Zoromodiam y cols., 2011). Multiples estudios han descrito una fuerte asociacion
entre LGC y caracteristicas inflamatorias en sujetos con EP (Gendreau y Loewy,
2011). Respecto a esto, Gutiérrez y cols. (2013) aislaron al menos una especie de
LGC en un 74,6% de los individuos con EP, portadores de estas levaduras. Por
otra parte, se ha observado que cuando el recuento de estas levaduras en saliva

es mayor o igual a 400 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml), hay
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un aumento en la incidencia de EP, la especie mas aislada del género es Candida
albicans (Abaci y cols., 2010). El rol de LGC y especificamente de C. albicans en
el desarrollo de EP se asocia con el crecimiento excesivo de estas levaduras en
las superficies de los aparatos protésicos y en la mucosa oral (Dar-Odeh y cols.,
2012).

1.3 LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA

Las levaduras del género Candida (LGC) corresponden a hongos pertenecientes
al reino fungi, division Ascomycota (Kurtzman y cols., 2011). Son microorganismos
eucariontes que se reproducen asexualmente por gemacion. Corresponden a
células levaduriformes redondeadas u ovaladas de 2 a 4 um, capaces de
experimentar cambios fenotipicos reversibles desde levaduras a pseudohifas o
hifas bajo ciertas condiciones ambientales, sin embargo, no todas las especies del
género pueden experimentar esta transicion morfoldgica (Webb y cols., 1988;
Mata de Henning y Perrone, 2001). La forma filamentosa de las LGC (hifas) es
una estructura microscopica tubular, que contiene multiples unidades celulares
divididas por septos, las cuales pueden surgir a partir de levaduras o de hifas
preexistentes (Pardi y Cardozo, 2002).

Las especies de LGC pueden crecer en medios de cultivo con agar, peptona,
dextrosa, maltosa o sacarosa. En agar Sabouraud las colonias son lisas, suaves,
hamedas, de color y aspecto cremoso, cuyo tamafio oscila entre 1,5 y 2 mm de
diametro (Pardi y Cardozo, 2002). Estas levaduras crecen in vitro en condiciones
de aerobiosis a un pH entre 2,5y 7,5 y a temperaturas que oscilan entre 20°C y
38°C (Webb y cols., 1988).

Se han identificado mas de 350 especies diferentes de levaduras dentro del
género Candida, no obstante, solo una minoria tiene el potencial de afectar al ser
humano (Tabla 2) (Williams y cols., 2011).



Tabla 2: Principales especies de LGC asociadas a infecciones humanas.

Especies de Candida

Candida albicans Candida krusei
Candida dubliniensis Candida guilliermondi
Candida parapsilosis Candida utilis
Candida tropicalis Candida lipolytica
Candida glabrata Candida famata
Candida kefyr Candida haemulonii
Candida lusitaneae Candida rugosa

Estos microorganismos comensales forman parte de la microbiota normal de la
cavidad oral, piel, tracto respiratorio alto, sistema gastrointestinal y tracto
genitourinario (Lopez y cols., 2004). Aun asi, bajo ciertas condiciones, puede
pasar de ser un microorganismo inofensivo a convertirse en un patégeno capaz de
producir enfermedades. Las infecciones fangicas pueden ser locales o sistémicas,
estas ultimas ocurren principalmente en personas inmunodeprimidas. A nivel local,
se estima que el 50% de los individuos sanos portan LGC en la cavidad oral, sin
embargo, cuando existe una pérdida del equilibrio ecoldgico, ya sea por factores
del hospedero, del microambiente, o de la propia levadura, se da lugar a la
candidiasis oral, considerada una de las infecciones orales mas comunes (William
y cols., 2011). Se ha observado que la prevalencia de LGC aumenta entre un 60 a

100% en pacientes portadores de prétesis (Gleiznys y cols., 2015).

Patogénesis y Mecanismos de virulencia

Diversos factores de virulencia han sido propuestos en la patogénesis de estas
levaduras, como adhesion a superficies celulares del hospedero, secrecién de
enzimas hidroliticas (proteinasas, fosfolipasas y hemolisinas), capacidad de
evasion de la respuesta inmune, transicion fenotipica y formacion de pseudohifas
e hifas (Li y cols., 2007; Williams y cols., 2011; Silva y cols., 2012). Multiples
factores pueden influir en la adherencia, incluyendo proteinas de la pared celular y
propiedades fisico-quimicas de la superficie celular. Proteinas de la superficie

celular, como las adhesinas, estan involucrados en la adherencia especifica (Silva
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y cols., 2012). Estudios clinicos han evidenciado que las levaduras no solo tienen
la capacidad de adherirse a mucosas orales, sino ademas a superficies acrilicas
de protesis dentales. La adhesion de las especies del género Candida a las
superficies protésicas ocurre por la interaccion de fuerzas electrostaticas e
hidrofobas mediante fuerzas de Van Der Waals (Webb y cols.,, 1998).
Adicionalmente, el biofilm acumulado en las protesis y la pobre higiene dental
contribuyen a la virulencia de LGC (Salerno y cols., 2011). El biofilm le confiere a
las células fangicas resistencia frente a la terapia antimicotica limitando la
penetracion de los farmacos y otorgando proteccion frente a la respuesta inmune
del hospedero (Donlan y Costerton, 2002; Mukherjee y Chandra, 2004).

Candida albicans

Candida albicans es una levadura oportunista dimorfica (Mata de Henning vy
Perrone, 2001). Estudios micologicos han demostrado que representa mas del
80% de los aislados de todas las formas de candidiasis humana. Por otra parte,
estudios in vitro indican que esta levadura expresa niveles mas altos de virulencia
en comparacion con otras especies del género (Williams y cols., 2011). La alta
prevalencia de esta especie se explica por su elevada capacidad de adhesion a
superficies orales. Asimismo, es capaz de expresar adhesinas, las cuales pueden
unirse a diversos ligandos peptidicos y permitir la coagregacion con otros
microorganismos contribuyendo a la formacién de biofilms (Calderone y Fonzi,
2001). Se ha descrito que C. albicans forma parte de un complejo biofilm
constituido por una capa basal de blastosporas cubierta por una matriz compuesta
por material extracelular y elementos de las hifas, la cual es mas densa que en
otras especies del género como C. tropicalis, C. gabrata y C. parapsilosis (Bilhan y
cols., 2009). Con respecto a su capacidad de secretar proteinasas, Williams y cols.
(2011) reportaron que es capaz de secretar nueve tipos distintos de proteinasas
asparticas, mucho mas que otras especies del género. Por otra parte, su
capacidad de experimentar cambios morfoldgicos del estado de levadura a
pseudohifas o hifas incrementa su capacidad de adhesion e invasion a tejidos del

hospedero. Se ha descrito que la presencia de hifas de C. albicans en sujetos con
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EP es significativamente mayor comparado con sujetos portadores de PR sanos y
gue portan esta levadura (Bilhan y cols., 2009).

Candida no Candida albicans

Estudios recientes sugieren que las especies Candida no Candida albicans
(CNCA) cumplen un rol importante en el desarrollo de infecciones fungicas en la
cavidad oral. Dentro del género, algunas de las especies mas frecuentemente
identificadas a nivel oral son C. glabrata, C. tropicalis C. parapsilosis y C. krusei
(Pardi y cols., 2002; Gendreau y Loewy, 2011). Se puede explicar el incremento
de estas especies por el mejoramiento de los métodos de diagnostico, al uso
permanente de antibidtico de amplio espectro y al aumento de resistencia a
distintos agentes antifingicos (Williams y cols., 2011). Actualmente, se ha descrito
que C. krusei, C. glabrata y C. tropicalis poseen elevada resistencia a antifiingicos
del tipo azoles como fluconazol, itraconazol, entre otros (Tobar y cols., 2011; Tay y
cols., 2014).

CNCA son un grupo de microorganismos heterogéneos, conocidos por causar
infecciones de menor virulencia, comparadas con las provocadas por C. albicans,
debido a que carecen parcial o totalmente de alguno de los mecanismos de
virulencia de C. albicans. Estudios in vitro han demostrado que la mayoria de las
CNCA no forman hifas, con una menor capacidad para invadir tejidos, en
comparacién con C. albicans, como es el caso de C. glabrata (Moran y cols., 2002;
Williams y cols., 2011). También se ha observado que tienen menor capacidad de
adhesién a superficies epiteliales y menor secrecion de proteinasas (Moran y cols.,
2002). Respecto a esto ultimo, se ha observado que C. glabrata posee menor
capacidad de adherencia a las células del epitelio gingival oral, en comparacion
con C. albicans y C. tropicalis (Nikawa y cols., 1995; Biasoli y cols., 2002).
También se ha observado que C. glabrata desencadena una menor respuesta pro-

inflamatoria de citoquinas en las células epiteliales orales (Li y cols., 2007).

Actualmente se ha observado que dependiendo del sitio de infeccion, C. glabrata
se ubica como la segunda o tercera especie del género Candida mas
frecuentemente aislada de todos los casos reportados de candidiasis (Li y cols.,
2007). Esta especie ha sido aislada de distintos sitios orales incluyendo mucosa
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oral y palatal, lengua, microbiota subgingival, placa dental y prétesis removibles.
Es aislada frecuentemente con otras especies del género Candida, la combinacién
mas habitual en mucosa oral es con C. albicans. Ambas se han encontrado en
aproximadamente el 70% de los individuos con candidiasis oral (Redding y cols.,
2002).

Diversos estudios demuestran que la colonizacion de la cavidad oral por C.
glabrata aumenta con la edad (Li y cols., 2007). Lockhart y cols. (1999)
evidenciaron que C. glabrata fue la segunda especie méas frecuentemente aislada
después de C. albicans en AM con y sin protesis. Ademas, un 36% de los aislados
fue C. glabrata en AM de 70-79 afos y en individuos mayores de 80 afios aumento
a un 58%.

Existe una especie del género Candida que posee caracteristicas fenotipicas y
genotipicas similares a C. albicans, lo que ha dificultado su diferenciacion. Esta
corresponde a C. dubliniensis, la cual es capaz de formar tubos germinativos e
hifas verdaderas, al igual que C. albicans. Sin embargo, la dinamica de formacién
de hifas en ambas especies difiere dependiendo de las condiciones de cultivo
utilizadas (Sullivan y cols., 2004). Al intentar identificar estas dos especies en
medios cromogénicos, C. albicans produce colonias verde esmeralda y C.
dubliniensis verde oscuro. Por otra parte, C. albicans es capaz de crecer a 45°C a
diferencia de C. dubliniensis que no es capaz de crecer a esta temperatura (Pinjon
y cols., 1998; Estrada y cols., 2011). Ademas, se ha demostrado que C.
dubliniensis posee la capacidad de generar resistencia mas rapidamente a
terapias antifungicas (principalmente a fluconazol), en especial en individuos con

factores predisponentes como SIDA o VIH positivo (Quesada y cols., 2007).

En cuanto a las caracteristicas bioquimicas de las levaduras CNCA, C. glabrata
fermenta y asimila solamente glucosa y trehalosa, lo que contrasta con C.
albicans, que fermenta y/o asimila una gran cantidad de azuUcares con la
excepcion de sacarosa. Por otra parte, C. tropicalis tiene la capacidad de
fermentar y asimilar sacarosa y maltosa; en contraste a C. parapsilosis que es

incapaz de fermentar maltosa (Silva y cols., 2012).
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Zoromodiam y cols. (2011) identificaron especies del género Candida en
individuos portadores de protesis totales, las levaduras mas frecuentemente
aisladas correspondieron a C. albicans con un 41,5%, también fueron identificadas
otras especies como C. glabrata (18,4%), C. tropicalis (12,9%), C. dubliniensis
(10,9%), C. parapsilosis (6,1%), C. krusei (3,4%), C. guilliermondii (1,4%) y C.
lipolytica (0,7%). A pesar que diversos estudios reportan que las especies de
CNCA se encuentran en una menor proporcion en la cavidad oral, se ha
observado que la presencia simultdnea de C. albicans y CNCA esta relacionada

con un aumento de la severidad de EP (Lee y cols., 2013).

1.4 ROL DE LA SALIVA EN EL MANTENIMIENTO DE LA SALUD ORAL

La saliva y sus componentes tienen un rol fundamental en el mantenimiento de la
salud oral y en el equilibrio ecologico. Dentro de sus funciones podemos
mencionar lubricacién del bolo alimenticio, lavado de superficies, capacidad
amortiguadora, remineralizacién, actividad antibacteriana y antifingica (Hibino y
cols., 2009). Estas funciones permiten mantener la integridad de las mucosas
orales, por esta razon es de gran importancia que la cantidad y calidad de la saliva
se encuentren en rangos aceptables, de lo contrario no solo habra un deterioro de
la salud oral, sino que también se verd afectada la calidad de vida de las
personas. Es importante destacar que se ha evidenciado que individuos de mayor
edad presentan un flujo salival significativamente menor, probablemente por los
procesos fisioldgicos normales del envejecimiento, como la atrofia del parénquima

de las glandulas salivales (Fenoll-Palomares y cols., 2004).

La reduccion del flujo salival afecta la masticacion, deglucion de los alimentos,
neutralizacion de &cidos, proteccion inmunoldgica frente a potenciales patégenos,

retencion de proétesis y provoca alteraciones gustativas (Morales y Aldape, 2013).
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Relacion de velocidad de flujo salival con levaduras del género Candida

Glazar y cols. (2010), establecieron como flujo salival normal valores mayores a
0,4 mi/min, flujo salival reducido entre 0,2 a 0,4 ml/min e hiposialia cuando el flujo
es menor a 0,2 ml/min. Muchos factores han sido identificados como posibles
causas de la reduccibn de la tasa del flujo salival, incluyendo consumo
permanente de medicamentos, enfermedades sistémicas, envejecimiento, estado
de salud nutricional o general, nimero de dientes remanentes, estado periodontal
y fuerza de mordida. Se ha reportado que los AM con diabetes e hipertension,
presentan niveles méas bajos de flujo salival y una tasa mas alta de xerostomia o
sensacién de boca seca, en comparacién con sujetos sanos, lo que sugiere que la
secrecion salival y la prevalencia de xerostomia son afectadas por la condicidn

meédica de los sujetos (Morales y Aldapes, 2013).

Existen estudios sobre el rol de la saliva en la colonizacion de C. albicans, se ha
observado que hay un mayor recuento de esta levadura en la saliva de sujetos con
velocidad de flujo salival (VFS) disminuida, comparado con sujetos que presentan
flujo salival normal (Torres y cols., 2002; Figueiral y cols., 2007; Pereira-Cenci y
cols., 2008). En otro estudio se observo que la saliva en cantidades adecuadas
previene la adhesion de C. albicans a superficies acrilicas (Abaci y cols., 2010).
Esto podria explicarse porque la saliva presenta moléculas defensivas como
lisozimas, lactoferrina, histatina, inmunoglobulina A (IgA) entre otras, que
disminuyen la adherencia de LGC a las superficies orales. Sin embargo, en otras
investigaciones se ha demostrado que proteinas salivales como mucinas,
estaterinas y proteinas ricas en prolina pueden actuar como receptores de
adhesién utilizados por las especies del género Candida (Pereira-Cenci y cols.,
2008). También se ha reportado que cuando hay un menor flujo salival, habria una
mayor prevalencia de distintas especies de levaduras del género Candida (Epstein
y cols., 1993).

Otros estudios evidencian que existe una correlacion positiva entre la disminucion

del flujo salival y la capacidad tampdn de la saliva. Una disminucion en la VFS
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muchas veces con lleva a una menor capacidad tampon, y con ello, un pH salival

mas &cido (Fenoll-Palomares y cols., 2004).

Relacion de pH salival con levaduras del género Candida

En estado de salud oral, el pH salival se mantiene en un estrecho rango entre 6,7
y 7,4, variaciones en él tendrd como consecuencias cambios en la microbiota oral.
Un mayor pH salival disminuira el crecimiento de microorganismos aciduricos
como Streptococcus mutans y C. albicans (Walsh, 2008). Ademds, cuando existe
colonizacion por Staphylococcus aureus, S. mutans y C. albicans se incrementa la
acidez del microambiente oral (Monroy y cols., 2005). Por otra parte, se ha
observado que generalmente el pH de la mucosa oral de AM es mas acido que el
pH de personas mas jovenes, lo cual favoreceria el desarrollo de EP (Gleiznys y
cols., 2015). Actualmente existen estudios que indican que el pH es méas acido en
individuos portadores de protesis totales en comparacién a quienes no utilizan
prétesis (Gleiznys y cols., 2015). Marinoski y cols. (2014), determinaron que un pH
menor a 6,5 en lengua y mucosa palatal contribuyen al desarrollo de EP. Por otra
parte, se ha descrito que entre mas &cido el pH se requiere mayor concentracion
de fluconazol para lograr su actividad antifingica (Araudjo y cols., 2014).

Los bajos niveles de pH salival pueden favorecer la adhesion y proliferacion de
bacterias y LGC. Un pH acido favorece la adherencia de C. albicans tanto a
materiales acrilicos como a la mucosa oral. Esto puede explicarse por la
naturaleza acidurica y acidofilica de las diferentes especies del género Candida.
Ademas, se ha descrito que la IgA es eficaz frente a C. albicans y otros patégenos
orales cuando el pH esta entre 5,9 y 7,5 y que su eficacia es abolida frente a pH

mas acidos o mas alcalinos (Monroy y cols., 2005).

Se ha observado que un pH=3 es Optimo no solo para la adhesion de las
levaduras, sino también para la actividad enzimatica de proteinasas, que junto
con lipasas, son algunos de los factores de virulencia mas importantes de LGC
debido a sus efectos citotoxicos y citoliticos. Por otra parte, los altos niveles de
hidratos de carbono presentes en la saliva pueden actuar como una fuente

nutritiva adicional para estas levaduras, la metabolizacion de estos azucares
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genera productos acidos, los cuales contribuyen a mantener el pH bajo (Salerno y
cols., 2011). Se ha descrito que los carbohidratos de la dieta favorecen la
formacién de biofilms compuestos por C. albicans en las superficies de materiales

acrilicos (Gleiznys y cols., 2015).

Existen estudios que evidencian que el pH del microambiente oral puede influir en
el comportamiento de C. albicans en cuanto a su estructura y virulencia. Con
respecto a esto, se ha demostrado que un microambiente acido favorece el
desarrollo de levaduras, mientras que uno alcalino influye en la formacion de hifas
(Araujo y cols., 2014). Nadeem y cols. (2013) sugirieron que el pH puede favorecer
selectivamente la forma de levadura o de hifas, estableciendo que un pH de 5,4
induce baja filamentacién, en contraste a pH de 6,4 y 7,4, los cuales inducen
mayor filamentacién, siendo este ultimo el mas adecuado para la induccion de

tubos germinativos.

Por otra parte, pueden existir cambios temporales de pH en sitios especificos, por
ejemplo, bajo las protesis maxilares (Williams y cols., 2011; Araujo y cols., 2014).
Se ha planteado que el uso nocturno de protesis no permite una adecuada
oxigenacion de la mucosa, disminuye el flujo y el pH salival (Webb y cols., 1988).
El microambiente acido generado bajo las protesis proporciona las condiciones
ideales para la produccion y actividad de proteinasas asparticas, las cuales
ejercen su actividad proteolitica sélo en condiciones acidas (pH<4) (Williams y
cols., 2011). Samaranayake (1986), reportd que especies del género Candida

frente a pH bajo también activan la produccién de fosfolipasas extracelulares.

1.5 TRATAMIENTO DE ESTOMATITIS PROTESICA
Tratamiento convencional

El tratamiento de EP asociada a LGC es complejo debido a su etiologia
multifactorial. Por esto es fundamental controlar cada uno de los factores causales
de esta patologia. La primera estrategia terapéutica consiste en la higienizacion de
las proétesis y de las mucosas adyacentes (MINSAL, 2010). También se han
propuesto medicamentos antifiungicos de uso local y sistémico. Los antifungicos

mas comunes utilizados en el tratamiento de la candidiasis oral son nistatina,
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anfotericina B, miconazol y clotrimazol (Tay y cols., 2014). Otras medidas para
controlar la EP son el uso de antisépticos y desinfectantes tépicos,
acondicionadores de tejidos, irradiacion de las protesis con microondas, entre
otros (MINSAL, 2010; Salerno y cols., 2011). Actualmente, con el aumento de la
resistencia a los antifingicos, ha surgido la necesidad de buscar nuevas
alternativas de tratamiento (Tay y cols., 2014).

Tratamiento complementario - Uso de Probioticos

En las dltimas décadas ha surgido la bacterioterapia mediante el uso de
probiéticos como una alternativa para promover la salud oral. El efecto del
tratamiento con probidticos ha sido estudiado extensamente para una diversidad
de indicaciones sistémicas y desérdenes médicos, como es el caso de trastornos
gastrointestinales (Mufioz y cols., 2010). Si bien sus primeros usos fueron en el
ambito de la medicina, actualmente esta siendo utilizado en la prevencion y
tratamiento de infecciones orales, incluyendo caries dental, enfermedades

periodontales, halitosis y candidiasis oral (Flichy y cols., 2010).

En el afio 2001, la FAO/WHO definié a los probidticos como “microorganismos
vivos que administrados en cantidades adecuadas brindan beneficios en la salud
del hospedero” (Munoz y cols., 2010).

Se han propuesto diversos mecanismos de accidn para los probiéticos, entre ellos
destacan (Stamatova y Meurman, 2009; Mufioz y cols., 2010; Sudhakar y cols.,
2011; Nangia y cols., 2014):

» Competencia con los patégenos por sitios de unién, nutrientes y sustratos
disponibles.

» Secretan diversas sustancias antimicrobianas, tales como acidos organicos,
peréxido de hidrogeno y bacteriocinas.

» Previenen la adhesion e invasion de bacterias patdégenas.

» Modifican el medio ambiente circundante mediante la modulacion del pH y /
o del potencial de oxidacién y reduccion, lo cual puede comprometer la
capacidad de los patogenos para establecerse.

» Interfieren con factores de virulencia de microorganismos.
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» Alteran la actividad metabdlica de la microbiota.
» Regulan la permeabilidad y favorecen el desarrollo de especies menos
patdgenas en la microbiota oral.

» Modulan la inmunidad natural y la respuesta inmune adaptativa.

Los probidticos mas comunmente usados y estudiados son bacterias del género
Lactobacillus y Bifidobacterium, ambos géneros se consideran como parte de la
microbiota normal humana (Nangia y cols., 2014). Los Lactobacillus son bacterias
altamente acidogénicas y aciduricas, y crecen de manera éptima bajo condiciones
ligeramente acidas (Twetman y Keller, 2012). En la cavidad oral, los Lactobacillus
generalmente comprenden menos del 1% de la microbiota total cultivable, siendo
las especies mas frecuentemente aisladas en saliva L. paracasei, L. plantarum, L.
rhamnosus y L. salivarius (Nangia y cols., 2014). Gorbach y Goldin (1985) aislaron
Lactobacillus rhamnosus GG del intestino humano, bacteria probidtica mas
ampliamente estudiada (Mufioz y cols., 2010). El uso de suplementos de
Lactobacillus rhamnosus GG para aplicaciones médicas ha sido considerado
seguro para todos los grupos de edad e incluso en inmunocomprometidos
(Snydman, 2008). A pesar de que existen diversas cepas que pueden utilizarse
con efectos benéficos, no todas tienen la misma eficacia, cada cepa confiere
distintos beneficios al hospedero, incluso se ha visto que la combinacion de éstas
pueden potenciar algunos efectos y comportarse de manera sinérgica (Meurman,
2005).

La capacidad de estas bacterias de colonizar la cavidad oral depende de la cepa
probidtica, la forma de administracion y la respuesta del hospedero (Haukioja,
2010). Los probidticos se pueden administrar por via oral en cuatro formas
basicas: concentrados agregados a una bebida o a un alimento, inoculados en
fibras prebidticas que promueven el crecimiento de bacterias probioticas,
inoculados en productos lacteos (bebidas lacteas, yogur o queso) y como células
liofilizadas envasadas como suplementos dietéticos (polvo o comprimidos) (Caglar
y cols., 2005). Las bacterias probidticas administradas en productos lacteos

fermentados constituyen la fuente mas importante de probiéticos para los seres
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humanos, la ventaja de incorporar cepas probidticas en productos lacteos radica
en su capacidad para neutralizar condiciones &cidas (Nangia y cols., 2014).

Actualmente, se han realizado estudios de probiéticos enfocados en la prevencion
de caries, especialmente en la reduccién del recuento de S. mutans (Mufioz y
cols., 2010). Varios estudios clinicos han demostrado que el consumo regular de
yogurt, leche o queso suplementado con probidticos conducen a una disminucion
del numero de Streptococcus cariogénicos en la saliva y a una reduccion de la
placa dental (Ahola y cols., 2002; Nikawa y cols., 2004; Caglar y cols., 2007).
También se han investigado otras posibles aplicaciones, como la reduccion de los
recuentos de LGC. Hatakka y cols. (2007) realizaron un estudio de dieciséis
semanas de duracién en individuos de edad avanzada, quienes consumieron
queso enriquecido con probiéticos (L. rhamnosus GG, L. rhamnosus LC705,
Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii JS), presentando una disminucion
de LGC en un 75%. Por otra parte, Mendoca y cols. (2012) también realizaron un
estudio en AM quienes utilizaron dos cepas probiodticas (Lactobacillus casei y
Bifidobacterium breve) durante un mes, teniendo como resultados una disminucion
en el recuento de LGC en la cavidad oral y un incremento en la respuesta inmune
secretora especifica en contra de estas levaduras, sugiriendo que es una posible

alternativa para controlar la candidiasis oral.

1.6 RELACION DE PROBIOTICOS CON PARAMETROS SALIVALES

Existen estudios que reportan una modificacién en el pH y flujo salival al consumir
productos suplementados con probioticos. Hattaka y cols. (2007) evaluaron la
capacidad tampén salival y la tasa de secrecion salival estimulada y no
estimulada. Si bien no encontraron diferencias significativas respecto a la
capacidad tampon, se establecio que la hiposialia disminuydé en el grupo que
consumié queso suplementado con probidticos en un 56%. Respecto a esto
altimo, el flujo salival no estimulado aument6 de 0,18 ml/min a 0,22 ml/min
sugiriendo que el uso de bacterias probidticas es eficaz en el control de la

hiposialia en AM.
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En otro estudio se observd el efecto de la bacteria probiotica Lactobacillus
salivarius, en pacientes con riesgo de caries. En cuanto al flujo y pH salival no se
observaron diferencias significativas. Sin embargo, tanto el flujo como el pH salival
mostraron tendencia al incremento en aquellos que tomaron comprimidos con
Lactobacillus salivarius Tl 2711. Por otra parte, la capacidad tampon salival
aumento significativamente en quienes tomaron comprimidos que contenian el
probiotico (Nishihara y cols., 2014). En una investigacion anterior, se observo que
el flujo salival incrementé significativamente por la administracion oral de

productos suplementados con L. salivarius WB21 (Suzuki y cols., 2012).

Respecto al efecto de probidticos en el pH salival, Sudhir y cols. (2012) evaluaron
el efecto de un producto lacteo suplementado con probiético (Lactobacillus
acidophilus) en el recuento de S. mutans y en el pH salival, evidenciando una
disminucién en la cantidad de estos patdgenos orales y una ligera reduccién en el
pH salival, sin embargo, esta reduccién fue por encima del pH critico (5,2-5,5) de

disolucién de la hidroxiapatita presente en el esmalte dental.

En un estudio in vitro se plante6 que es probable que el acido lactico y otros
acidos organicos producidos por cepas probidticas de Lactobacillus causen una
disminucién sustancial en el pH. Si bien existen antecedentes que indican que la
disminucién del pH podria favorecer el desarrollo de LGC, esta investigacion da
indicios de lo contrario. En este estudio se planteé que el acido lactico producido
por las bacterias probiéticas Lactobacillus rhamnosus GR-1 y Lactobacillus reuteri
RC-14 juegan un papel importante en la inhibicion del crecimiento de C. albicans,

lo cual podria ser mas eficiente a pH bajo (Kohler y cols., 2012).
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1.7 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen antecedentes, que evidencian que los cambios salivales en el flujo y pH
salival podrian alterar el crecimiento y diversidad de LGC. Por otra parte, existe
evidencia que el consumo regular de productos con probioticos podria modificar
estos parametros salivales y consecuentemente, la candidiasis oral. Dado los
antecedentes, se podria esperar que el consumo de leche suplementada con
probidtico, tendria un efecto positivo en el control de la EP, ya sea disminuyendo

su severidad o permitiendo la remision de la patologia.

En la actualidad, existen pocos estudios sobre todo en nuestro pais que
establezcan la relacion entre el uso de probidticos, parametros salivales, recuento
y diversidad de LGC en AM portadores de PR con EP asociada a candidiasis oral.
Esta investigacion tiene como objetivo entonces, evaluar el efecto del consumo de
leche suplementada con probiético, durante un periodo de seis meses, en el
recuento y diversidad de especies del género Candida, velocidad de flujo salival,
pH y su posible asociaciébn en la poblacion mencionada anteriormente. Los
resultados de esta investigacion, podrian significar un aporte para el mejoramiento
del enfoque de medidas terapéuticas en AM con esta patologia, que podrian ser
definidas en lo sucesivo, en virtud de los cambios en las caracteristicas salivales y

microbioldgicas que experimentan los sujetos que consumen probidticos.
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2. HIPOTESIS

El consumo de leche suplementada con probiético, durante un periodo de seis
meses, modifica el pH y velocidad de flujo salival, disminuye el recuento y altera la
diversidad de especies de levaduras del género Candida, en adultos mayores

portadores de proétesis removible con estomatitis protésica.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del consumo de leche suplementada con probiotico, durante
un periodo de seis meses, en el recuento y diversidad de levaduras del género
Candida asociado a cambios en el pH y velocidad de flujo salival, en adultos

mayores portadores de prétesis removible con estomatitis protésica.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1 Determinar pH y velocidad de flujo salival en adultos mayores portadores de
prétesis removible con y sin estomatitis protésica, que consumen leche
suplementada con probidtico o leche sin probidtico (placebo) al inicio del estudio y

a los seis meses de consumo.

3.1.2 Determinar recuento e identificacion de especies de levaduras del género
Candida en saliva de adultos mayores portadores de protesis removible con y sin
estomatitis protésica, que consumen leche suplementada con probiotico o leche
sin probiodtico (placebo) al inicio del estudio y a los seis meses de consumo.

3.1.3 Asociar pH y velocidad de flujo salival con diversidad de especies de
levaduras del género Candida presentes en saliva de adultos mayores portadores
de proétesis removible con y sin estomatitis protésica, que consumen leche
suplementada con probiético o leche sin probidtico (placebo) al inicio del estudio y

a los seis meses de consumo.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Tipo de estudio
Ensayo clinico controlado aleatorizado triple ciego de seis meses de duracion.
a) Procedimiento de aleatorizacion

La muestra total se dividié aleatoriamente en 4 grupos equivalentes (20 individuos

por grupo), a través del Software Random Allocation ( www.random.org). Se

asignaron codigos de colores para identificarlos y los examinadores desconocieron
a quién correspondio cada codigo. Un monitor independiente develo el significado
del codigo durante la fase de analisis de datos. Se establecio un 20% de
sobremuestreo, ante posibles pérdidas de seguimiento y poder de 80%.

b) Definicién de ciego

Tanto los clinicos examinadores, investigadores, encargados de los hogares,
adultos mayores (AM) y quienes analizaron los datos, desconocieron a cual grupo
de estudio fueron asignados.

4.2 Poblacion objetivo y Muestra

La muestra inicial estuvo conformada por un grupo de 129 AM, hombres y
mujeres, institucionalizados y no institucionalizados, portadores de PR, con y sin
EP. Los AM institucionalizados correspondieron a 76 sujetos pertenecientes a
establecimientos de larga estadia para adultos mayores (ELEAM) de la ciudad de
Santiago. Por otra parte, los AM no institucionalizados correspondieron a 53
sujetos pertenecientes a la clinica de protesis totales de la Facultad de
Odontologia, Universidad de Chile (FOUCH), reclutados por conveniencia. La
muestra final estuvo conformada por 53 AM, que consumieron leche
suplementada con probidtico o placebo durante 6 meses, de los cuales 35 sujetos
pertenecieron a ELEAM y 18 sujetos asistieron a la clinica de prétesis totales de la
FOUCH. La fraccion faltante abandono el estudio por diversas razones: AM fueron
trasladados a otro ELEAM, se negaron a seguir participando, fallecieron o dejaron
de asistir a la clinica de la FOUCH. La Muestra se dividié en 4 grupos de estudio
(Figura 1).


http://www.random.org/
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Figura 1: Distribucion de la muestra en los 4 grupos de estudio

Los adultos mayores invitados a participar en este estudio firmaron un
consentimiento informado (anexo 1), el cual fue aprobado previamente por el

comité de ética humana de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

4.3 Criterios de inclusion y exclusion
4.3.1 Criterios de inclusion:

a) Adultos mayores cuya edad sea mayor o igual a 60 afios, sanos, 0 con
enfermedades de base controladas por el médico tratante, que porten PR tanto de
bases metalicas y/o acrilicas, con y sin signos clinicos de EP.

b) Aceptar participar del estudio, previa firma del consentimiento informado.
4.3.2 Criterios de exclusion:

a) Adultos mayores no portadores de PR.

b) Adultos mayores con enfermedades de base no controladas.

c) Adultos mayores que hayan utilizado antimicoticos en los Gltimos seis meses.
e) Intolerancia a bebidas lacteas o alergia a alguno de sus componentes.

f) No contar con el permiso del médico tratante para participar en el estudio.

g) Adultos mayores que requieran tratamiento odontoldgico urgente.

h) No aceptar participar en el estudio.
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4.4 Preparacion de las bebidas lacteas

Los adultos mayores que conformaron los grupos que consumieron leche
suplementada con probidtico recibieron una porcion de 200 ml de leche diaria con
10" UFC/G Lactobacillus rhamnosus, durante seis meses. Por otra parte, los
adultos mayores que conformaron los grupos que consumieron leche sin
probiético recibieron diariamente una porcién de 200 ml de leche con placebo,
durante el mismo periodo. Se establecié contacto con la empresa proveedora de
los lacteos a la institucion beneficiaria, con el objetivo de no alterar las
formulaciones que ingieren regularmente los participantes. Las leches con y sin
probiético (placebo) tuvieron la misma férmula en polvo desarrollada con leche al
18% de materia grasa, bajo poder higroscépico, facil disolucién y reconstitucion.
La informacion nutricional para una porcion es: energia 130 Kcal; proteinas 6,5¢;
lipidos 6,5g; hidratos de carbono 9,3g. Es importante destacar que ambas bebidas
lacteas tienen iguales caracteristicas organolépticas y nutricionales, asi de esta
manera se evitaron sesgos. Para mantener un buen control de entrega del lacteo,
se mantuvieron libros de registro, que ademas sirvieron para medir el grado de

adherencia del proyecto.

4.5 Técnicas de recoleccion de la informacién
4.5.1 Examenes clinicos

Los examenes clinicos se realizaron al inicio del estudio. Estos fueron llevados a
cabo por dos equipos de odontdlogos docente-clinicos, de las areas de
Rehabilitacion Oral y Patologia, con experiencia, capacitados y calibrados. Los
examenes fueron realizados utilizando un espejo dental y luz artificial tipo LED.
Las lesiones compatibles con EP y candidiasis, fueron registradas siguiendo los
criterios clinicos desarrollados, establecidos y validados en las areas docentes
asistenciales involucradas en este estudio, dependientes de la Facultad de
Odontologia, Universidad de Chile. Los AM gque requirieron recambio de aparatos
protésicos, fueron invitados a ser atendidos en nuestra facultad en el inicio del
curso de Protesis Totales una vez terminado el estudio. Como los examinadores

eran varios, se evalud la concordancia de diagndsticos clinicos entre ellos al inicio
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del estudio. Para medir concordancia se aceptdé al menos un valor 0,7 indice de
Kappa al inicio de los exdmenes.

4.5.2 Métodos microbioldgicos

a) Toma de muestra: En el dia de la visita, el sujeto debié estar en ayunas
minimo dos horas, no fumar, ni realizar procedimientos de higiene oral previo a la
toma de muestra. Se corroboré que éste no hubiese estado bajo tratamiento
antibiotico, antifungico o esteroidal por cualquier via de administracion de acuerdo
a las indicaciones que fueron entregadas oportunamente por escrito. Ademas, se
le solicitd que suspendiera el uso de colutorios orales 15 dias antes de la

recolecciéon de la muestra.

b) Muestras de saliva no estimulada: A cada individuo se le solicitd depositar
saliva no estimulada durante cinco minutos en un frasco plastico estéril
(previamente pesado y rotulado), que posterior a la toma de muestra fue
debidamente sellado. Las muestras fueron trasladadas refrigeradas, al Laboratorio
de Bioquimica y Biologia Oral de la Facultad de Odontologia de la Universidad de

Chile, siendo procesadas en menos de cuatro horas.

4.6 Procesamiento de las muestras
4.6.1 Determinaciéon de VFS no estimulada

Mediante el protocolo descrito por Heintze (1983), el tubo con la muestra fue
pesado por gravimetria asignando un peso especifico de 1,005 g/ml al fluido, de

esta forma se determiné el volumen total, expresado en ml/min.
4.6.2 Determinacion del pH salival.

La medicion del pH de las muestras salivales se llevo a cabo a temperatura
ambiente, mediante el uso de un pH-metro digital (Modelo PL-600 EZDO-
OMEGA), que de forma automatizada ofrece el valor de pH con dos decimales.
Todas las mediciones se realizaron por el mismo operador y con la misma

metodologia, directamente a la muestra y sin centrifugar.
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4.6.3 Recuento y aislamiento de levaduras del género Candida

Se realizé el método de recuento viable en medio de cultivo selectivo sélido agar
Sabouraud suplementado con tetraciclina (5 pug/ml) (AST). Para ello, cada muestra
de saliva fue agitada en Vortex (Thermolyne Maxi Mix IlI) durante 30 s, para luego
realizar una dilucién de 1/10 Y/, en buffer salino fosfato (PBS 1x): 137 mM NacCl,
2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 2 mM KH,PO,, pH 7,4 estéril. Posteriormente,
fueron sembrados 100 pl de la muestra de saliva sin diluir y 100 pl de la dilucion,
por duplicado, en placas AST. Las placas se incubaron en estufa a 30°C durante
48 h en condiciones de aerobiosis. Una vez finalizado el tiempo de incubacién, se
contabilizaron las colonias compatibles con levaduras del género Candida. Se
promediaron los recuentos obtenidos en las placas sembradas con saliva diluida,
cuyo resultado fue multiplicado por el factor de dilucién y por el volumen de la
muestra, obteniendo de esta forma las unidades formadoras de colonias por ml
(UFC/ml).

4.6.4 Identificacidon de especies de LGC por métodos fenotipicos

A cada aislado obtenido en agar Sabouraud se les realizaron las siguientes
pruebas de laboratorio:

a) ldentificacion presuntiva de especies C. albicans/C. dubliniensis y CNCA
mediante medio cromogénico CHROMagar Candida: Este método permite
diferenciar algunas especies de LGC por medio de la coloracion de colonias,
producto de reacciones enzimaticas especificas ante el sustrato cromogénico
presente en este medio (Odds y Bernaerts, 1994). Una vez obtenidas las colonias
en medio AST, los aislados fueron sembrados en CHROMagar Candida, los
cuales fueron incubados a 30°C durante 48 h en condiciones de aerobiosis. Las

levaduras fueron identificadas visualmente segun las instrucciones del fabricante.
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b) Criopreservacion de los aislados: Las colonias de LGC obtenidas del medio
CHROMagar Candida que no presentaron color verde se cultivaron e incubaron en
3 ml de caldo Sabouraud a 37°C en agitacion durante 24 h en condiciones de
aerobiosis. Posteriormente, se envasaron en viales con glicerol estéril a una
concentracion final de 20%. Dichos viales se almacenaron a -80°C hasta realizar
la identificacion de especie por test bioquimicos.

c) Test bioquimico: Se aplico para identificar aquellas levaduras del género
Candida que no presentaron color verde. Para este analisis se utilizé el sistema
bioquimico estandar API ID32C levaduras (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France).

Las muestras se procesaron segun las instrucciones del proveedor.

4.6.5 Identificacion de especies de LGC por métodos moleculares

A todos aquellos aislados de levaduras sembradas en el medio CHROMagar
Candida y que sus colonias presentaron color verde claro o verde oscuro (que
corresponderian a C. albicans y C. dubliniensis, respectivamente), se les realiz6
una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para confirmar y diferenciar las
especies. Para la obtencién de ADN como templado para esta reaccion, se aplicé
el método del uso de papel filtro y lavado con NaOH descrito por Lefimil y cols.
(2013).

a) Identificacion de C. albicans / C. dubliniensis por PCR: En esta reaccion se
amplificé el gen que codifica para la proteina 1 hifal de pared (HWP1) presente en
ambas especies. La diferencia es el tamafio del amplificado, siendo éste de 1.180
pb para C. albicans y 930 pb para C. dubliniensis (Romeo y cols., 2006). Los
partidores que fueron utilizados son: Wall F: 5- GTTTTTGCAACTTCTCTTTGTA-
3" yWallR: 5- ACAGTTGTATCATGTTCAGT - 3".

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La mezcla de reaccion de PCR, en un volumen final de 25 pl, incluyé: 2 U de Taq
polimerasa (Biolase), ADN molde (obtenido como ya se menciond anteriormente),

1 pl de MgCl; 50 mM, 1 pl de cada uno de los partidores a una concentracion de
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25 uM, 0,5 yl dNTP’s 10 mM, 2,5 pl de tampon de PCR 10X pH 8,4 (Tris-HCI 200
mM y KCI 500 mM) y agua estéril. La amplificacion del ADN correspondiente se
realizd en un termociclador DNA Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems)
utilizando el siguiente programa: desnaturacion inicial a 95°C por 5 min, 34 ciclos
de desnaturacion a 94°C por 45 s, alineaciéon de los partidores a 50°C por 60 s 'y
elongacion a 72°C por 45 s. Finalmente, las reacciones se dejaron para una

extension final a 72 °C por 10 min y luego se mantuvieron a 4 °C hasta su analisis.

b) Electroforesis de ADN

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa.
Para su visualizacion, los geles se tifieron con bromuro de etidio a una
concentracion final de 0,5 pg/ml. Los geles se prepararon en amortiguador TAE 1X
(Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM pH 8,0) con una concentracién de agarosa al
1%. Como estandar de peso molecular se utilizd 100 bp plus ADN Ladder (Thermo
Scientific). EI ADN se visualizé con luz U.V. en un transiluminador y la fotografia

se obtuvo a través de un sistema de captura de imagen (Carestream).

4.7 Plan de anélisis de datos

Los datos obtenidos fueron tabulados en una planilla Excel 2010® y procesados
con el software estadistico Stata® version 12. Las variables a analizar fueron
recuento y especies de LGC, pH y VFS, las cuales fueron comparadas en los
grupos: “paciente con EP y sin EP, con consumo de leche suplementada con

probidtico o leche sin probidtico (placebo)”.

Posteriormente, las variables fueron analizadas dependiendo de su tipo de
distribucion, para lo cual fue aplicado el test Shapiro Wilk. El recuento de LGC y la
VFS presentaron una distribucibn no normal, por lo que se utiliz6 el test de
Wilcoxon para su analisis. Por otra parte, la variable pH present6 una distribucion
normal, por lo que los datos fueron analizados con T-test. Se consider6 una
significancia del 95% (p < 0,05). Por otra parte, el andlisis de las especies de LGC

y su asociacion con VFS y pH salival se realizoé descriptivamente.
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La clasificacion de las variables en estudio y test estadisticos utilizados se
resumen en Tabla 3

Tabla 3: Clasificacion de variables utilizadas en este estudio y Test estadisticos.

Variable (s) Tipo Distribucién Test estadistico
pH Continua normal T-Test pareado

| Feevemoderee | Gommwe [ revemel | Whowneeme
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5. RESULTADOS

Luego de 6 meses de consumo de leche suplementada con probidtico o placebo
se analiz0 las caracteristicas microbiolégicas (recuento y diversidad de LGC) y
salivales (pH y VFS). Posteriormente, se evaluo la asociacion entre diversidad y
parametros salivales y se compard con los datos obtenidos al inicio del estudio
(tiempo 0).

La diferencia en el numero de participantes de los grupos con y sin EP que
consumieron leche suplementada con probidtico o placebo, se debié a la poca
adherencia al estudio de los AM sin EP. En el caso de los AM con EP que
consumieron leche suplementada con probidtico, existieron muestras que no
pudieron ser estudiadas, puesto que no se pudo obtener el volumen necesario
para su posterior procesamiento. Por lo tanto, para el andlisis estadistico sélo se
usaron los datos validos, motivo por el cual el nUmero de participantes disminuyd.
Por otra parte, los AM sin EP que consumieron probiético presentaron una baja
adherencia al estudio, lo que no permitié utilizar los resultados con fines

estadisticos, solo descriptivos.

5.1 Caracterizacion de la Muestra

Esta investigacion comprendié 53 adultos mayores (AM) portadores de protesis
removible con EP (66,04%) y sin EP (33,96%), provenientes de ELEAM y de la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.
5.1.1 Edad
La muestra correspondié a AM que presentaban entre 60 y 104 afios. La edad

promedio total fue de 79,8 afnos; la edad promedio de cada grupo se encuentra

descrita en la Tabla 4
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Tabla 4: Edad promedio de AM con y sin EP que consumen probiético o placebo.

Grupo en Estudio Edad Promedio
Grupo 1: EP/Probiético e
Grupo 2: EP/Placebo 2l

- L 82
Grupo 3: Sin EP/ Probiético
70,3

Grupo 4:Sin EP/ Placebo

5.1.2 Género

De los AM participantes un 74% fueron mujeres y un 26% fueron hombres. Cabe

destacar que en todos los grupos de estudios predominé el género femenino

5.2 Analisis de caracteristicas salivales por grupo, a tiempo 0y 6 meses del

consumo del lacteo.

5.2.1 Anélisis de pH salival

El grupo con EP que consumio leche con probidtico presenté un pH promedio de
7,18%0,59 al inicio del estudio. Luego de 6 meses de consumo, este disminuyo6 a
6,69+1,18, sin diferencia estadistica (p=0,09) (Gréfico 1).
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Grafico 1. pH salival en grupo con EP que consumié leche con
probidtico en tiempo cero (Tiempo 0) y a los 6 meses de consumo
(Tiempo 6). Se aplico t-test, p=0,09.

Por otra parte, el grupo con EP que consumié leche con placebo presentdé un pH
promedio en tiempo cero de 7,51+0,55, el cual disminuyd a 7,05+£0,74 luego de 6

meses de consumo, con diferencia estadistica (p=0,03) (Gréfico 2).
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Gréfico 2: pH salival en grupo con EP que consumid leche con
placebo en tiempo cero (Tiempo 0) y a los 6 meses de consumo
(Tiempo 6). Se aplico t-test, p=0,03.
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El grupo sin EP que consumio leche con probiético presentd un pH promedio de
6,99+0,27 en tiempo cero. Luego de 6 meses de consumo, este disminuyd a
6,75+1,10 (Gréfico 3).
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Gréafico 3: pH salival en grupo sin EP que consumié leche con
probiético en tiempo cero (Tiempo 0) y a los 6 meses de consumo
(Tiempo 6).

Por otra parte el grupo sin EP que consumié leche con placebo presenté un pH
promedio en tiempo cero de 7,88+0,49, el cual disminuy6 a 7,58+0,66 luego de 6

meses de consumo, sin diferencia estadistica (p=0,16)(Gréfico 4).
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Grafico 4: pH salival en grupo sin EP que consumié leche con
placebo en tiempo cero (Tiempo 0) y a los 6 meses de consumo
(Tiempo 6). Se aplico t-test, p=0,16.
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Los resultados obtenidos de pH en los 4 grupos de estudio en tiempo Oy a los 6

meses de consumo del lacteo se resumen en tabla 5.

Tabla 5: Resumen de pH salival de sujetos portadores de PR con y sin EP que

consumieron probiotico o placebo (Promedio y desviacion estandar).

Grupo de estudio pH%SD tiempo 0 pH+SD tiempo 6 Valor de P
- 7,18+0,59 6,69+1,18 0,09
EP /Probiético
7,51+0,55 7,05%0,74 0,03*
EP/Placebo
, - 6,99+0,27 6,75+1,10 g
Sin EP/Probidtico
7,88%0,49 7,58%0,66 0,16

Sin EP/Placebo

*Diferencia estadistica p <0,05.
SD: Desviacion estandar

5.2.2 Analisis de Velocidad de flujo salival (ml/min).

El grupo con EP que consumié leche con probiotico presentd una mediana de VFS
en tiempo cero de 0,45 con rango de 0,12. Luego de 6 meses de consumo, esta
disminuy6 a 0,27 con rango de 0,42, sin diferencia estadistica (p=0,53) (Grafico 5).
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Gréafico 5: VFS (ml/min) en grupo con EP que consumio6 leche
con probidtico, en tiempo cero (Tiempo 0) y a los 6 meses de
consumo (Tiempo 6). Se aplico test de Wilcoxon, p=0,53.
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Por otra parte el grupo con EP que consumié leche con placebo presentd una
mediana de VFS en tiempo cero de 0,55 con rango de 0,43, la cual disminuy6
luego de 6 meses de consumo de leche a 0,29 con rango de 0,26, con diferencia
estadistica (p=0,04) (Gréfico 6).
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Gréafico 6: VFS (ml/min) en grupo con EP que consumi6 leche
con placebo, en tiempo cero (Tiempo 0) y a los 6 meses de
consumo (Tiempo 6). Se aplico test de Wilcoxon, p=0,04.

El grupo sin EP que consumid leche con probidtico presenté una mediana de VFS
en tiempo cero de 0,41 con un rango de 0,12. Luego de 6 meses de consumo,

esta disminuy6 a 0,27 con un rango de 0,18 (Gréfico 7).
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Grafico 7: VFS (ml/min) en grupo sin EP que consumid leche con
probidtico, en tiempo cero (Tiempo 0) y a los 6 meses de consumo.
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El grupo sin EP que consumid leche con placebo presenté una mediana de VFS
en tiempo cero de 0,44 con un rango de 0,38. Luego de 6 meses de consumo
aumento6 a 0,63 con un rango de 0,39, sin diferencia estadistica (p=0,96) (Gréfico
8).
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Grafico 8: VFS (ml/min) en grupo sin EP que consumid leche con
placebo, en tiempo cero (Tiempo 0) y a los 6 meses de consumo
(Tiempo 6). Se aplico test de Wilcoxon, p=0,96.

Los resultados obtenidos de VFS en los 4 grupos de estudio en tiempo Oy a los 6

meses de consumo del lacteo se resumen en tabla 6.

Tabla 6: Resumen de VFS (ml/min) de sujetos portadores de PR con y sin EP que
consumieron probiético o placebo (Mediana y rango).

Grupo de estudio VFS (rango) Tiempo 0 VFS (rango) Tiempo 6 Valor de p
- 0,45(0,12) 0,27(0,42) 0,53
EP /probiodtico
0,55(0,43) 0,29(0,26) 0,04*
EP/placebo
. - 0,41(0,12) 0,27(0,18) -
Sin EP/probidtico
0,44(0,38) 0,63(0,39) 0,96

Sin EP/placebo
*Diferencia estadistica p <0,05.
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5.3 Andlisis de recuento de LGC (UFC/ml) por grupo, atiempo 0y 6 meses de
consumo del lacteo.

El grupo con EP que consumié leche con probidtico presentd una mediana de
1987 UFC/ml con rango de 1734 en tiempo cero. Luego de 6 meses de consumo,
ésta disminuy6 a 981,50 UFC/mI con rango de 865,63, con diferencia estadistica
(p=0,03) (Gréfico 9).
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Gréfico 9: Recuento de LGC en grupo con EP que consumié leche
con probiotico, en tiempo cero (Tiempo 0) y a los 6 meses de
consumo (Tiempo 6). Se aplico test de Wilcoxon, p=0,03.

Por otra parte el grupo con EP que consumi6 leche con placebo presentdé una
mediana de 2048,44 UFC/ml en tiempo cero con rango de 1254,25, la cual
aumento6 luego de 6 meses de consumo de leche a 2403 UFC/ml con rango de
6114,25, sin diferencia estadistica (p=0,18) (Gréafico 10).



39

Grupo EP/Placebo

8000
7000
6000
5000

UFC/mI| 4000
3000

2000 T
1000 |
0 .
Tiempo O Tiempo 6
Meses

aml

Grafico 10: Recuento de LGC en grupo con EP que consumio
leche con placebo, en tiempo cero (Tiempo 0) y a los 6 meses de
consumo (Tiempo 6). Se aplico test de Wilcoxon, p=0,18.

El grupo sin EP que consumid leche con probidtico presenté una mediana de
118,50 UFC/ml con un rango de 86,75 en tiempo cero. Luego de 6 meses de

consumo, ésta aument6 a 128 UFC/ml con rango de 219,62 (Gréfico 11).
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Gréafico 11: Recuento de LGC en grupo sin EP que consumié
leche con probiético, en tiempo cero (Tiempo 0) y a los 6 meses
de consumo (Tiempo 6).
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Por otra parte el grupo sin EP que consumié leche con placebo presentd una
mediana de 645 UFC/ml en tiempo cero con rango de 583, la cual disminuyo luego
de 6 meses de consumo de leche a 345,50 UFC/ml con rango de 643, sin

diferencia estadistica (p=0,96) (Grafico 12).
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Gréfico 12: Recuento de LGC en grupo sin EP que consumio
leche con placebo, en tiempo cero (Tiempo 0) y a los 6 meses de
consumo (Tiempo 6). Se aplico test de Wilcoxon, p=0,96.

Los resultados obtenidos anteriormente se resumen en Tabla 7.

Tabla 7: Resumen de recuento de LGC (UFC/ml) de sujetos portadores de PR con
y sin EP que consumieron probiético o placebo (Mediana y rango).

Grupo de Recuento( rango) Recuento( rango) Valor de p
estudio Tiempo 0 Tiempo 6
o 1987,00 (1734) 981,50 (865,63) 0,03*
EP /Probidtico
2048,44 (1254,25) = 2403,00 (6114,25) 0,18
EP/Placebo
. 118,50 (86,75) 128,00 (219,62) -
in
EP/Probidtico
645,00 (583) 345,50 (643) 0,96

Sin EP/Placebo

*Diferencia estadistica p <0,05.
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5.4 Andlisis de identificacién de especies de LGC por grupo, atiempo Oy 6
meses de consumo del lacteo.

De todas las muestras estudiadas se observaron seis especies distintas de LGC.
Se aislo un total de 454 colonias de LGC en el tiempo cero, de las cuales un
65,19% correspondi6 a C. albicans. Las especies de CNCA correspondieron a un
34,81%, de las cuales, las mas prevalentes fueron C. glabrata (15,42%), C.
tropicalis (12,78%), C. lusitaneae (2,86%), C. humicola (2,64%) y C. dubliniensis
(1,10%). Luego de 6 meses, se aislaron 333 colonias, de las cuales C. albicans
correspondio a un 60,06%. Las especies de CNCA correspondieron a un 39,94%
siendo C. humicola (17,12%) la mas prevalente, seguida por C. tropicalis (9,61%),
C. dubliniensis (6,61%), C. lusitaneae (3,90%) y C. glabrata (2,70%). La
distribucion de cada especie en la muestra total al inicio y a los 6 meses de

consumo se describe en grafico 13.

Muestra Total

350
@ 300
'g 250
§ 200
S 150
i 100
2 50

C. albicans | C. humicola | C. tropicalis .C'. .| C glabrata . c

dubliniensis lusitaneae
H Tiempo 0 296 12 58 5 70 13
W Tiempo 6 200 57 32 22 9 13

Grafico 13: Identificacion de LGC mediante PCR y/o test bioquimico en la
muestra total a tiempo O y a los 6 meses de consumo (Tiempo 6).

Del total de colonias aisladas al inicio del estudio, 369 correspondieron a AM con
EPy 85 a AM sin EP. A los 6 meses, 223 correspondieron a AM con EP y 110 a
AM sin EP. Cabe destacar que a tiempo 0 fue mayor la diversidad de especies del

género Candida identificadas en el grupo con EP, comparado con el grupo sin EP.
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Luego de 6 meses, los AM con EP que consumieron leche con probidtico o
placebo disminuyeron su diversidad de especies presentando 4 en total. En
contraste a los sin EP que consumieron leche con probidtico o placebo que
aumentaron la diversidad de especies, presentando 5 en total. De todas las
especies identificadas, C. albicans, C. humicola y C. tropicalis estuvieron
presentes en todos los grupos. En cambio, C. dubliniensis solo estuvo presentes
en los AM con EP que consumieron leche con probiético y en los sin EP,
independientes del tipo de leche. Por otra parte, C. glabrata solo estuvo presente
en el grupo con EP/Placebo, y C. lusitaneae en los AM sin EP, también

independiente del tipo de leche consumida durante 6 meses.

A continuacioén se describe en detalle la distribucion de especies de LGC en cada

grupo de estudio a tiempo cero y a los 6 meses del consumo del lacteo.

5.4.1 Identificacién de especies de LGC en grupo con EP/Probiético, a

tiempo 0y 6 meses de consumo del lacteo.

En el grupo con EP/Probidtico a tiempo cero (T0), C. albicans correspondié a un
56,38% de las colonias aisladas, seguida por C. tropicalis (22,15%), C. glabrata
(16,11%), C. humicola (4,70%) y C. dubliniensis (0,67%). Luego del consumo de
leche con probiético durante 6 meses, C. albicans siguié siendo la especie mas
prevalente (77,17%), y ademas se observd una disminucién en la diversidad de
especies de CNCA. Respecto a esto, C. glabrata no se encontrd en ninguno de los
AM de este grupo, C. tropicalis y C. dubliniensis se identific6 en un 6,5% y C.

humicola en un 9,8% (Grafico 14).
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Gréafico 14: Identificacion de LGC mediante PCR y/o test bioquimico en
grupo con EP que consumio leche con probiético durante 6 meses,

comparado al TO.

5.4.2 ldentificacion de especies de LGC en grupo con EP/Placebo, a tiempo 0

y 6 meses de consumo del lacteo.

En el grupo con EP/Placebo a tiempo cero (T0O), C. albicans correspondié a un
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79,09% de las colonias aisladas, seguida por C. glabrata (7,73%), C. tropicalis

(6,82%), C. lusitaneae (4,55%) y C. dubliniensis (1,82%). Luego del consumo de
leche con placebo durante 6 meses, C. albicans siguié siendo la especie mas
prevalente (75,57%). Respecto a las especies de CNCA, C. dubliniensis y C.

lusitaneae no se encontraron en ninguno de los AM de este grupo; C. tropicalis se
encontré en un 1,53%, C. glabrata en un 6,87% y C. humicola en un 16,03%

(Gréfico 15).
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Gréfico 15: Identificacion de LGC mediante PCR y/o test bioquimico en grupo
con EP que consumié leche con placebo durante 6 meses, comparado al TO.
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5.4.3 Identificacién de especies de LGC en grupo sin EP/Probidtico, a tiempo

0y 6 meses de consumo del lacteo.

En el grupo sin EP/Probidtico a tiempo cero (T0), C. albicans correspondié a un
80% de las colonias aisladas, seguida por C. lusitaneae (12%) y C. humicola (8%).
Luego del consumo de leche con probidtico durante 6 meses, aumento la
diversidad de especies de CNCA y disminuy6 C. albicans (29,74%). Respecto a
las especies de CNCA, C. dubliniensis se encontré en un 29,74%, seguida por C.
lusitaneae (21,27%), C. humicola (10,64%) y C. tropicalis (8,51%) (Grafico 16).
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Grafico 16: Identificacion de LGC mediante PCR y/o test bioquimico en
grupo sin EP que consumié leche con probiotico durante 6 meses,
comparado al TO.

5.4.4 |dentificacion de especies de LGC en grupo sin EP/Placebo, a tiempo 0

y 6 meses de consumo del lacteo.

En el grupo sin EP/Placebo a tiempo cero (T0), C. albicans correspondié a un
30% de las colonias aisladas, C. glabrata (48,33%), C. tropicalis (16,67%) y C.
humicola (5%). Luego del consumo de leche con placebo durante 6 meses, C.
albicans correspondid a un 25,40%. Respecto a las especies de CNCA, C.
humicola correspondié a un 34,92%, seguida por C. tropicalis (31,75%), C.
lusitaneae (4,76%) y C. dubliniensis (3,17%) (Grafico 17).
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Grafico 17: Identificacion de LGC mediante PCR y/o test bioquimico en grupo
sin EP que consumié leche con placebo durante 6 meses, comparado al TO.

5.5 Asociacién de pH salival con especies de LGC por grupo, a tiempo 0y 6
meses de consumo del lacteo.

Al inicio del estudio, en los AM con y sin EP, C. albicans fue la especie mas
prevalente cuando el pH fue méas &cido (pH<6,5). Respecto a las CNCA, se
observé mayor diversidad cuando el pH estuvo cercano a la neutralidad o fue mas
alcalino (pH> 7,1). Luego del consumo de leche con probidtico la distribucién de
las especies de LGC segun pH se modific6. Respecto a esto, el porcentaje de C.
albicans disminuyé en los AM que presentaron pH acido (pH< 6,5). Por otra parte,
aumentd la diversidad de especies de CNCA cuando el pH salival fue mas bajo
qgue los valores obtenidos inicialmente, en los AM con y sin EP. Sin embargo, en

los sujetos con y sin EP que consumieron placebo también existié esta tendencia.

A continuacién se describe en detalle la distribucién de especies segun pH, en

cada grupo de estudio.

5.5.1 Especies de LGC aisladas del grupo con EP/Probidtico en funcion del
pH salival atiempo ceroy 6 meses.

Al inicio del estudio, se observaron claras diferencias en la distribucion de las LGC
al agrupar las muestras en 4 categorias en funcion de intervalos de pH salival,

como se observa en el grafico 18. Se observd una mayor diversidad de CNCA
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cuando el pH salival se encontr6 en el intervalo que va entre 7,1y 7,5. C. albicans,
estuvo presente en todos los rangos de pH a excepcién del rango que va entre 6,5
y 7,0.

Grupo EP/Probidtico TO

100%
80%
60%
40%
20%

0%

<6,5 6,5-7,0 7,1-7,5 >7,5

pH salival

M C. albicans m C. humicola m C. troplicalis ™ C. dubliniensis ™ C. glabrata

Grafico 18: Diversidad de especies de LGC versus pH salival en
grupo con EP/Probiético en tiempo cero (T0).

Luego del consumo de leche suplementada con probidtico, existi6 mayor
diversidad de especies de CNCA cuando el pH fue menor a 6,5. C. albicans se
identifico en todos los intervalos de pH, sin embargo, disminuy6 su porcentaje a un

pH menor a 6,5 (Grafico 19).

Grupo EP/Probidtico T6
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Grafico 19: Diversidad de especies de LGC versus pH salival en grupo
con EP/Probidtico a los 6 meses.
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5.5.2 Especies de LGC aisladas del grupo con EP/Placebo en funcién del pH
salival atiempo Oy 6 meses.

Al inicio del estudio, se observd una mayor diversidad de CNCA en los sujetos
cuyo pH fue mayor a 7,5. C. albicans se encontré en todos los intervalos de pH

(Gréfico 20).
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B C. albicans m C. lusitaneae m C. troplicalis m C. dubliniensis m C. glabrata

Grafico 20: Diversidad de especies de LGC versus pH salival en grupo
con EP/Probidtico en tiempo cero (TO).

Luego del consumo de leche suplementada con placebo, se observd mayor
diversidad de especies en el intervalo de pH 6,5-7,0. C. albicans se identificé en
todos los intervalos de pH, disminuyendo su porcentaje a pH<6,5 y entre 6,5-7,0.
Cabe destacar que se identific6 C. humicola, especie que no se encontraba

anteriormente, la cual se present6 a pH mayores o iguales a 6,5 (Gréfico 21).
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Gréfico 21: Diversidad de especies de LGC versus pH salival en
grupo con EP/Placebo a los 6 meses de consumo (T6).

5.5.3 Especies de LGC aisladas del grupo sin EP/Probi6tico en funcién del
pH salival atiempo cero y 6 meses.

Al inicio del estudio, se observo una mayor diversidad de especies en los sujetos
cuyo pH salival fue entre 6,5-7,0 (Grafico 22). Luego del consumo de leche
suplementada con probidtico, existio mayor diversidad de CNCA a pH menores a
6,5, disminuyendo el porcentaje de C. albicans en esta categoria. Si bien

desapareci6 a pH 6,5-7,0, aumento a pH 7,1-7,5 (Grafico 23).
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M C. albicans m C. humicola C. lusitaneae

Grafico 22: Diversidad de especies de LGC versus pH salival en
grupo sin EP/Probidtico al tiempo cero (TO).
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Grupo sin EP/Probiodtico T6
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Grafico 23: Diversidad de especies de LGC versus pH salival en
grupo sin EP/Probidtico a los 6 meses de consumo (T6).

5.5.4 Especies de LGC aisladas del grupo sin EP/Placebo en funcién del pH
salival atiempo cero y 6 meses.

Al inicio del estudio, se observo una mayor diversidad de especies en los sujetos

cuyo pH salival fue entre 7,1-7,5 y mayor a 7,5 (Gréfico 24).
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Gréfico 24: Diversidad de especies de LGC versus pH salival en
grupo sin EP/Placebo al tiempo cero (TO).
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Luego del consumo de leche suplementada con placebo se mantuvo una mayor
diversidad de especies a pH 7,1-7,5 y mayores a 7,5. Sin embargo, hubo variacion
en las especies existentes, con respecto a las iniciales. Por una parte, no se
identificé C. glabrata y se identifico C. lusitaneae a pH> 7,5, que no se encontraba
inicialmente. Cabe destacar que C. tropicalis se identifico tanto a pH acido como
alcalino; y C. humicola se encontr6 a un pH mayor o igual a 6,5 en este grupo
(Gréfico 25).

Grupo sin EP/Placebo T6
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Gréafico 25: Diversidad de especies de LGC versus pH salival en
grupo sin EP/Placebo a los 6 meses de consumo (T6).

5.6 Asociacién de VFS (ml/min) con especies de LGC por grupo, a tiempo 0
y 6 meses de consumo del lacteo.

Para su analisis se agruparon las especies de LGC en 3 categorias: menor a 0,2
ml/min (hiposialia), 0,2-0,4 ml/min (flujo salival reducido), mayor a 0,4 ml/min (flujo

salival normal) (Glazar y cols., 2010).

Al inicio del estudio, C. albicans fue la especie mas prevalente cuando la VFS fue
menor a 0,2 ml/min a excepcion del grupo sin EP que consumid placebo que
presentd mayor prevalencia de C. glabrata. Respecto a las especies de CNCA, se
observé mayor diversidad cuando la VFS fue mayor a 0,4 ml/min. Estos resultados

se cumplen para todos los grupos a excepciéon del grupo sin EP que consumio
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placebo, en los cuales se observo igual proporcién de CNCA a valores < 0,2 y >

0,4 ml/min.

Luego del consumo de leche con probiético, en los AM con y sin EP, la distribucion
de especies de LGC segun VFS se modificd. Respecto a esto, se observd mayor
diversidad de CNCA cuando la VFS fue menor a 0,2 ml/min. Por otra parte, los
AM con EP que consumieron leche con placebo presentaron un aumento en la
diversidad de CNCA a VFS <0,2 ml/min y entre 0,2 y 0,4 ml/min y disminuy6 a
valores >0,4 ml/min. En los AM sin EP aumento la diversidad cuando la VFS fue

entre 0,2 y 0,4 ml/min y mayor a 0,4 ml/min.

A continuacion se describe en detalle la distribucién de especies segun VFS, en

cada grupo de estudio.

5.6.1 Especies de LGC aisladas del grupo con EP/Probiético en funcién de la

VES (ml/min) atiempo ceroy 6 meses.

Al andlisis en conjunto de todas las especies de LGC del grupo con EP/Probidtico
al inicio del estudio, se observé una mayor diversidad de especies CNCA en los
sujetos cuya VFS fue mayor a 0,4 ml/min (Gréfico 26). Luego del consumo de
leche suplementada con probidtico, se observd mayor diversidad de CNCA
cuando la VFS fue menor a 0,2 ml/min, disminuyendo la frecuencia de C. albicans

en esta categoria (Grafico 27).
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Grafico 26: Diversidad de especies de LGC versus VFS en grupo
con EP/Probidtico en tiempo cero (TO).
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Grupo EP/Probidtico T6
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Gréfico 27: Diversidad de especies de LGC versus VFS en grupo
con EP/Probidtico a los 6 meses de consumo (T6).

5.6.2 Especies de LGC aisladas del grupo con EP/Placebo en funcién de la
VES (ml/min) atiempo Oy 6 meses.

Al analisis en conjunto de todas las especies de LGC del grupo con EP/Placebo al
inicio del estudio, se observdé una mayor diversidad de especies CNCA en los
sujetos cuya VFS fue mayor a 0,4 ml/min (Gréafico 28). Luego del consumo de
leche con placebo, aumenté la diversidad de CNCA a VFS<0,2 y entre 0,2-0,4
ml/min, disminuyendo a valores >0,4 ml/min. C. albicans disminuy6 su frecuencia

en las categorias < 0,2 y >0,4 ml/min (Grafico 29).
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Grafico 28: Diversidad de especies de LGC versus VFS en grupo
con EP/Placebo en tiempo cero (TO).
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Grupo EP/Placebo T6
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Grafico 29: Diversidad de especies de LGC versus VFS en grupo
con EP/Placebo a los 6 meses de consumo (T6).

5.6.3 Especies de LGC aisladas del grupo sin EP/Probiotico en funcién de la
VES (ml/min) a tiempo cero y 6 meses.

Al analisis en conjunto de todas las especies de LGC del grupo sin EP/Probidtico
al inicio del estudio, se observo una mayor diversidad de especies en los sujetos
cuya VFS fue mayor a 0,4 ml/min (Gréfico 30). Luego del consumo de leche
suplementada con probiético, se observd mayor diversidad de especies de CNCA
cuando la VFS fue menor a 0,2 ml/min, no se identific6 C. albicans en esta

categoria (Grafico 31).
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Gréfico 30: Diversidad de especies de LGC versus VFS en grupo
sin EP/Probidtico en tiempo cero (T0).
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Grupo sin EP/Probiodtico T6
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Gréfico 31: Diversidad de especies de LGC versus VFS en grupo
sin EP/Probidtico a los 6 meses de consumo (T6).

5.6.4 Especies de LGC aisladas del grupo sin EP/Placebo en funcion de la

VFS (ml/min) a tiempo cero y 6 meses.

Al analisis en conjunto de todas las especies de LGC del grupo sin EP/Placebo al
inicio del estudio, se observo 3 especies del género Candida a VFS menores a 0,2

ml/min y mayores a 0,4 ml/min (Gréfico 32).
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Grafico 32: Diversidad de especies de LGC versus VFS en grupo
sin EP/Placebo en tiempo cero (T0).



55

Luego del consumo de leche suplementada con placebo, se observd mayor
diversidad de especies cuando la VFS fue mayor a 0,4 ml/min y aumenté la
diversidad de especies CNCA cuando la VFS fue entre 0,2 y 0,4 ml/min y mayor a
0,4 ml/min (Grafico 33).
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Gréfico 33: Diversidad de especies de LGC versus VFS en grupo
sin EP/Placebo a los 6 meses de consumo (T6).
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6. DISCUSION

El objetivo de nuestro estudio fue determinar el efecto del consumo de leche
suplementada con probiotico, durante un periodo de seis meses, en el recuento y
diversidad de LGC asociado a cambios en el pH y velocidad de flujo salival, en AM
portadores de PR con EP.

Segun la literatura, individuos con EP presentan un mayor recuento de LGC en
comparacion con pacientes sin EP (Bilhan y cols., 2009; Lee y cols., 2013;
Marinoski y cols., 2014), lo cual concuerda con nuestros hallazgos. En nuestro
estudio, luego del consumo durante 6 meses de leche suplementada con
probidtico (L. rhamnosus GG), se encontraron diferencias significativas en los
individuos con EP, presentando una disminucion del recuento de LGC. Al igual
que en nuestra investigacion, Hatakka y cols. (2007), observaron una disminucién
del 32% en el recuento de LGC en AM que consumieron queso enriquecido con
probiéticos (L. rhamnosus GG, L. rhamnosus LC705, Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii JS). Ademas, se observd un aumento en los
recuentos del grupo control a la octava semana del estudio, lo cual concuerda con
nuestra investigacion, ya que el grupo con EP que consumio6 leche con placebo,
presentd un incremento en los recuentos; sin embargo, este aumento fue sin
diferencias estadisticas. En otro estudio, Mendoca y cols. (2012), evaluaron los
efectos de la administraciébn de una bebida lactea enriquecida con probidticos
(Lactobacillus casei y Bifidobacterium breve) durante 30 dias, obteniéndose una
reduccion significativa de los recuentos de LGC tras su aplicacion. Por otra parte,
Li y cols. (2014) observaron que a las cuatro semanas del uso de probidticos
(Bifidobacterium longum, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus),
hubo una disminucion de LGC en individuos con EP. Asimismo, Ahola y cols.
(2002) determinaron que el consumo de queso suplementado con probioticos
(Lactobacillus GG y Lactobacillus rhamnosus LC705), disminuyen el nivel de
levaduras en saliva de adultos sanos. Sin embargo, este estudio no es del todo

comparable, ya que examinaron individuos mas jovenes.
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En nuestro estudio, los pacientes sin EP que consumieron probiéticos o placebo
no presentaron diferencias en el recuento de LGC, esto no concuerda con los
resultados obtenidos por Ishikawa y cols. (2014), quienes evaluaron el recuento de
LGC en individuos de edad avanzada, portadores de proétesis, sin sintomas
clinicos. Estos investigadores utilizaron capsulas que contenian 3 cepas
probioticas (Lactobacillus liofilizado rhamnosus HS111, Lactobacillus acidophillus
HS101, Bifidobacterium bifidum), durante 5 semanas. Ellos observaron una
disminucién de LGC tanto en el grupo experimental como en el grupo control, sin
embargo, la disminucion fue mayor en el primer grupo. Las diferencias con nuestra
investigacion, pueden deberse a la menor cantidad de individuos del grupo sin EP
en nuestro estudio. Ademas, hay que considerar que cada cepa probiotica confiere
distintos beneficios al hospedero, por lo tanto, para evaluar un beneficio en salud,
cada cepa probiotica debe ser testeada individualmente. Por consiguiente, sus
efectos no pueden extrapolarse directamente a las otras (Meurman, 2005), por lo
tanto, los estudios mencionados anteriormente no son del todo comparables.
Asimismo, se ha observado que la combinacion de estas cepas puede potenciar
algunos efectos y comportarse de manera sinérgica, lo cual podria haber ocurrido
en los estudios mencionados previamente. Por otra parte, el vehiculo de
administracion también puede influir en los resultados (Caglar y cols., 2005). Sin
embargo, a partir de nuestro estudio se podria sugerir que la cepa probidtica L.
rhamnosus GG por si sola, seria efectiva en la disminucién del recuento de LGC,

cuando es administrada en un producto lacteo durante 6 meses.

Si bien se desconoce el mecanismo exacto por el cual los probiéticos disminuirian
el recuento de LGC, Gomes y cols. (2015) plantearon que los principales
mecanismos de actividad anti-Candida de los probidticos se debe a la
competencia por sitios de union y nutrientes, cambios en el pH y produccion de
acido lactico, acido acético y peroxido de hidrégeno. También se puede deber por
estimulacion en la produccion de citoquinas, induccion de secrecion de IgA y
mantenimiento de la barrera epitelial (Ishikawa y cols., 2014). Por otra parte, varios
autores plantean que los probidticos estimulan el sistema inmune, lo cual podria
influir en la proliferacion de patégenos orales. Respecto a esto, Arunachalam y

cols. (2000) determinaron que el uso de probidticos (Bifidobacterium Lactis)
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estimula la produccion de interferon alfa (INF-a), mejorando la capacidad
fagocitica. También se ha observado que el consumo de leche suplementada con
probiéticos (Lactobacillus rhamnosus HNOO1 y Bifidobacterium lactis HN019)
producen un aumento de linfocitos T auxiliares y aumentan la actividad de células
natural killer (NK), en sangre periférica de adultos mayores sanos (Gill y cols.,
2001). Mendoca y cols. (2012) plantean que la disminucion de LGC, podria
deberse a una estimulacion inmunolédgica secretora. Sin embargo, en nuestro
estudio, no se realiz0 una caracterizacion inmunolégica en los sujetos

participantes.

Por otra parte, Kdler y cols. (2012) en un estudio in vitro investigaron el potencial
de las cepas probioticas Lactobacillus rhamnosus GR-1 y Lactobacillus reuteri RC-
14 en el control de C. albicans. Estos investigadores observaron que el &cido
lactico a pH bajo juega un papel importante en la supresion del crecimiento de
estas levaduras. También se observd que en co-cultivos con cepas de
Lactobacillus, las células de C. albicans perdian actividad metabdlica y
presentaban una menor expresion de genes implicados en la resistencia a
fluconazol. Estos resultados proporcionan fuerte evidencia de que los probidticos

tienen propiedades antifingicas bajo ciertas condiciones.

Son numerosos los estudios que relacionan a C. albicans con la EP. Zoromodiam
y cols. (2011) identificaron especies de LGC en individuos con EP, portadores de
PR. En su estudio establecieron que C. albicans fue la especie mas aislada
(41,5%), seguida por C. glabrata (18,4%) y C. tropicalis (12,9%). Esto se asemeja
a nuestro estudio, ya que C. albicans fue la especie méas prevalente en los AM con
EP, al inicio del estudio, seguida por C. tropicalis y C. glabrata. La alta prevalencia
de C. albicans podria explicarse debido a su gran capacidad de adhesion a las
células epiteliales de la mucosa palatina (Gutiérrez y cols., 2013). Existen autores
gue plantean que las especies de CNCA también han sido aisladas con una alta
frecuencia en tejidos afectados por EP (Perira-cenci y cols., 2008; Lee y cols.,
2013), lo cual concuerda con nuestros hallazgos. Luego del consumo de leche con
probiotico, durante 6 meses, los AM con EP presentaron una disminucion de C.

albicans, sin embargo, ésta siguié siendo la especie mas prevalente al igual que
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en el estudio de Hatakka y cols. (2007) y Mendoca y cols. (2012). En este altimo
estudio, el perfil de las especies CNCA fue ligeramente modificado, observandose
una disminucion después del consumo del lacteo suplementado con probidtico, lo
cual se asemeja con nuestra investigacion, ya que luego del consumo de leche
con probidticos, durante 6 meses, disminuydo C. glabrata y C. tropicalis.
Considerando que existen estudios que indican que la presencia simultanea de C.
albicans y CNCA estaria relacionada con un aumento de la severidad de EP
(Moran y cols., 2002; Lee y cols., 2013) y que C. tropicalis es una de las especies
mas virulentas dentro de CNCA (Moran y cols., 2002), ésta disminucion podria ser
beneficiosa y tendria relacion con una probable mejoria en las caracteristicas
clinicas de la EP. Por lo que, a partir de estos resultados el uso de probioticos
podria ser una terapia auspiciosa en el control de la candidiasis en este grupo de
individuos. Sin embargo, esta disminucién también se observé en el grupo que
consumio leche con placebo, por lo que existen otros factores involucrados. A
partir de esto, no seria posible afirmar que la diversidad de especies de LGC se
modifica por el consumo de leche suplementada con probiético, lo cual puede
explicarse por el tamafio de la muestra, por lo que se sugiere aumentar el tamafio

de la misma en posteriores investigaciones.

C. albicans disminuy6 en el grupo sin EP que consumio leche con probiético, esto
se asemeja a los resultados obtenidos por Ishikawa y cols. (2014), quienes
observaron una disminucion de C. albicans de un 52,1% a un 23,1%, luego del
uso de capsulas suplementadas con probioticos en AM portadores de PR sin EP.
También observaron que al inicio del estudio se identificé C. tropicalis en un 16,7%
de las muestras, C. glabrata en un 16,7% y C. dubliniensis en un 6,3%. Al final del
periodo experimental las especies de CNCA disminuyeron a un 1,8%. Esto ultimo,
no concuerda con nuestros resultados, ya que en nuestro estudio aumento la
diversidad de especies de CNCA en los AM sin EP que consumieron leche con
probiotico. En esa investigacion, ademas se demostro que el probiotico fue capaz
de reducir la incidencia de LGC en la mucosa oral, independientemente de las

especies del género Candida, al igual que en nuestro estudio.
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Campos y cols. (2008) evaluaron la composicion de biofilms en individuos que
usaban protesis completas con EP y sin EP. Estos investigadores observaron una
diversidad fungica mayor en pacientes sin EP. Esto se contradice con nuestro
estudio, ya que los pacientes con EP presentaron mayor diversidad de LGC al
tiempo cero. Cabe destacar que la diversidad de especies, aumenté en los sujetos
sin EP que consumieron probidticos. Por lo tanto, la mayor diversidad, tal como el
estudio mencionado, podria ser indicativo de un estado mas saludable y
sustentaria la utilizacion del probiético, incluso desde el punto de vista preventivo.
Sin embargo, nuestra muestra de pacientes sin EP que consumieron probidticos,
es baja para este analisis. Ademas, en nuestro estudio se analizd la composicion

de muestras de saliva, no de biofilms.

Es importante destacar que al inicio de nuestro estudio se identificé en los AM con
EP y sin EP, C. humicola. Luego del consumo del lacteo durante 6 meses,
independiente del tipo de leche, existi6 un aumento de C. humicola. En la
actualidad existen pocos estudios respecto a esta especie, sin embargo, existe
una investigacion realizada entre los afios 2000-2013, en la cual se aislaron
especies de LGC poco frecuentes como C. lusitaneae, C. haemulonii, C. humicola
y C. ciferrii de distintos sitios anatdmicos, sugiriendo que estas especies deben
afadirse a la lista creciente de hongos oportunistas patdogenos (Ng y cols., 2015).
Oliveira y cols. (2006), aislaron CNCA de la cavidad oral como C. humicola y C.
lusitaneae, al igual que en nuestro estudio. Sin embargo, se precisan mas estudios
que establezcan el rol de C. humicola en el desarrollo de la EP. A la luz de
nuestros resultados, su presencia podria ser una sefal de la eventual resolucién
clinica de la EP. Esta alta proporcion de LGC distintas a C. albicans encontradas
en nuestro estudio, debiese otorgar evidencia respecto a la necesidad de modificar

el enfoque terapéutico de la candidiasis.

La saliva juega un papel critico en la homeostasis oral y se ve afectada por
procesos fisiolégicos como el envejecimiento. Se ha observado que la edad
avanzada se asocia con una tasa de flujo salival no estimulada disminuida

(Fellom-Palamares y cols., 2004; Li y cols., 2007). Sin embargo, al inicio de
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nuestra investigacion los AM con EP tuvieron un promedio de 0,5 ml/min y los sin
EP 0,43 ml/min, valores que se encuentran dentro de parametros normales, segun
lo establecido por Glazar y cols. (2010). Estos resultados se asemejan a los
obtenidos por Altarawneh y cols. (2013), quienes al medir el flujo salival
encontraron que el promedio fue de 0,5 ml/min, sin diferencias entre los pacientes
con y sin EP. También es similar a lo obtenido por Mravak y cols. (2000) quienes
tras analizar 70 sujetos, tanto sanos como con EP, un 53,1% presentd salivacion
normal y solo un 5,7% presentd hiposialia. De los que presentaron esta Ultima
condicién, el mayor porcentaje correspondia al grupo control, sin embargo, no
hubo diferencias estadisticas para las variaciones de flujo salival entre los grupos.
Por otra parte, nuestros datos son menores a lo obtenido por Yurdukuro y cols.
(2001) quienes obtuvieron una VFS promedio de 0,62 ml/min en adultos
portadores de PR. No obstante, este estudio comprendié adultos entre 44 y 75
afos, lo cual puede explicar las diferencias.

En nuestra investigacion, luego del consumo de leche suplementada con
probidticos, durante 6 meses, los AM con EP no presentaron diferencias
estadisticas en la VFS, sin embargo, en el grupo con EP que consumio leche con
placebo la VFS disminuyo significativamente. Estos resultados sugieren que los
probiéticos podrian mantener los valores de VFS, sin embargo, el mecanismo por
medio del cual realizaria esto no esta claro. Seria interesante medir en futuras
investigaciones el grado de xerostomia, luego del consumo de probidtico, ya que
autores como Campisi y cols. (2008) han descrito que la xerostomia, producto de
la disminucién del flujo salival, se asocia al desarrollo de EP. Sumado a esto, en
una tesis paralela desarrollada en este mismo proyecto se evaluo el porcentaje de
AM con esta condicion, dando como resultado que la mayoria de los sujetos con
EP, no presentaban xerostomia al inicio del estudio, pero si habia una mayor

cantidad de individuos con esta condicion en los AM sin EP.

Respecto, a la influencia del uso de probidticos en la VFS, Hattaka y cols. (2007)
determinaron que el uso de queso con probidticos durante 16 semanas tiene un
efecto positivo en el control de la hiposialia, al aumentar la VFS significativamente

en AM. Estas diferencias podrian explicarse debido a que en el estudio anterior los
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AM presentaron inicialmente flujo salival disminuido, mientras que en nuestro
estudio los sujetos al inicio presentaron valores normales. Por otra parte, se utilizd
un medio de administracion distinto y se utilizaron tres cepas probidticas y no una
como en nuestro estudio, lo cual podria haber potenciado el efecto como lo
describe Meurman (2005). Otros autores también observaron que el flujo salival se
incrementd por la administracién oral de productos suplementados con probioticos,
sin embargo, en estos estudios se utilizdO una cepa probidtica distinta a la utilizada
en el nuestro (Nishihara y cols., 2014; Suzuki y cols., 2012). Es importante
destacar que existen variables que influyen en la VFS como es el uso de
farmacos, especialmente los antidepresivos y antihipertensivos, que no fue
controlado en este estudio. Por lo que seria pertinente que en posteriores
investigaciones se homogeneizara la muestra por cantidad y consumo de

farmacos.

Existen estudios que describen que sujetos con EP presentan un pH salival menor
en comparacioén con pacientes sin EP (Marinoski y cols., 2014). Esto concuerda
con nuestro estudio, ya que al inicio, también se encontr6 un pH salival
ligeramente mas acido en el grupo con EP. Luego de 6 meses de consumo de
leche suplementada con probidtico o placebo, se encontr6 una disminucién
significativa del pH salival en el grupo con EP que consumio leche con placebo, no
asi en el grupo que consumid leche con probiotico. Esto se podria explicar porque
se mantuvo la condicion de EP y a la naturaleza acidurica y acidofilica de LGC,
factor etiolégico fundamental de esta patologia, sumado a la metabolizaciéon de
azucares de la dieta que contribuirian a mantener el pH salival bajo. Anteriormente
ya se observo que en el grupo con EP que consumié placebo disminuyé la VFS, lo
cual podria influir en el pH de este grupo. Respecto a esto, Budtz-Jorgersen y cols.
(2000) mencionaron que la retenciébn de glucosa en la cavidad oral se ve
aumentada cuando el flujo salival disminuye, y por tanto aumentan las
posibilidades de adherencia y colonizacion de las LGC a la superficie protésica
gue enfrenta a la mucosa oral, las cuales podrian metabolizar estos azlcares y

generar productos acidos que contribuirian a disminuir el pH.

En nuestro estudio, si bien no hubo diferencias significativas en el pH salival en los

AM con EP que consumieron leche con probidtico, se observé una tendencia a la
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disminucién del pH. Esto concuerda con la investigacion de Kdler y cols. (2012),
quienes plantearon que es probable que el acido lactico y otros acidos organicos
producidos por cepas probidticas de Lactobacillus causen una disminucién
sustancial en el pH. En otro estudio, Sudhir y cols. (2012) evaluaron el efecto de
un producto lacteo suplementado con probiéticos en el pH salival, evidenciando
una ligera reduccion, no obstante, esta disminucién fue por encima del pH critico
(5,2-5,5) de disolucién de la hidroxiapatita presente en el esmalte dental. Lo cual
concuerda con nuestro estudio, ya que el pH de los AM con EP, luego del periodo
experimental, se mantuvo en parametros normales. Sin embargo, este estudio no

es del todo comparable, ya que utilizaron otra cepa probidtica.

Con respecto a los pacientes sin EP, el pH promedio de AM al inicio del estudio
fue de 7,43; lo cual es mayor a lo obtenido por Mufioz y Narvaez (2012), quienes
obtuvieron en pacientes sanos un valor promedio de 6,86. Por otra parte,
Maheshwari y cols. (2013), analizaron el pH salival de un grupo de pacientes
adultos y adultos mayores sin enfermedades sistémicas, encontrando un pH
promedio de 7,3, valor que se acerca al obtenido en nuestro estudio. Marinoski y
cols. (2014), obtuvieron un pH disminuido (pH<6,5) en un 33% de los pacientes sin
EP, con diferencias estadisticas. Sin embargo, esta investigacién no es del todo
comparable, ya que estos autores analizaron muestras provenientes de mucosa
palatal y dorso lingual de 30 sujetos. Ademas, es importante destacar que existen
estudios que indican que la saliva en contacto con la mucosa oral y bajo la PR,
presenta un pH considerablemente mas &cido al pH de la saliva recolectada
(Aguirre, 2002), por lo que es probable que el pH que se encuentra bajo las
prétesis de los AM sea mas bajo que el encontrado en este estudio. Luego del
consumo de leche con probiético o placebo, los AM sin EP no presentaron
diferencias estadisticas en el pH salival, por lo que se podria sugerir que los
probidticos en estos individuos no influirian en este parametro salival. Sin
embargo, hay que considerar que algunos AM presentaron dientes remanentes
con caries activa, lo cual pudo influir en nuestros resultados. Respecto a esto,
existe un estudio donde se observo una relacion significativa entre la caries y el
pH salival (Farsi, 2008). Por otra parte, en otra investigacion se observo que la

caries activa disminuye ligeramente el pH salival (Preethi y cols., 2010).
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Estudios revelan que C. albicans es la especie aislada con mayor frecuencia en
pacientes con flujo salival reducido y xerostomia, seguida de C. parapsilosis, C.
tropicalis y C. krusei, lo cual se hace mas evidente en AM (Budtz-Jorgensen, 2000;
Torres y cols., 2002). Si bien en nuestro estudio, no se aisld C. parapsilosis y C.
krusei, si se observo una alta prevalencia de C. albicans cuando existié hiposialia,
en los AM con EP, tanto al inicio del estudio como a los 6 meses de consumo de
leche con probidtico. Sin embargo, luego del consumo de leche con probidtico
hubo mayor diversidad de CNCA cuando el flujo salival fue menor a 0,2 ml/min
(hiposialia), disminuyendo el porcentaje de C. albicans, lo cual se puede deber a
un aumento de la competencia por sitios de unién y nutrientes. Lo anterior
concuerda con Epstein y cols. (1993), quienes describieron que a menor flujo
salival, podria existir una mayor prevalencia de distintas especies de LGC. Por
otra parte, la disminucion de C. albicans en los AM con hiposialia podria ser
beneficioso, considerando que es la especie mas virulenta y que a valores bajo 0,2
ml/min de saliva se predispondria a cambios en el microambiente oral que
favorecerian un incremento en los recuentos de LGC (Hofer y cols., 2004). Este
incremento podria deberse a una menor limpieza por arrastre de las superficies
protésicas y orales, menor actividad antibacteriana y antifingica y menor
presencia de moléculas defensivas como histatina e IgA, las cuales disminuyen la
adherencia y colonizacion de LGC en las superficies orales (Pereira-Cenci y cols.,
2008; Hibino y cols., 2009; Abaci y cols., 2010).

Por otra parte, se ha observado que C. albicans es mas acido tolerante que otras
especies del género (Li y cols., 2007), esto concuerda con nuestros hallazgos
tanto al inicio del estudio como a los 6 meses de consumo de leche con probiético,
ya que fue la especie mas prevalente a pH acido (pH < 6,5) en los AM con EP.
Esto también concuerda con Williams y cols. (2011) quienes plantearon que existe
una mayor proliferacion de C. albicans en saliva acida, esto se debe a un
incremento en su capacidad de adherencia a células epiteliales y su actividad de
proteinasas. Sumado a esto, estudios in vitro demuestran que C. albicans puede
prosperar en una amplia gama de pH (pH: 2-10) (Davis, 2003), lo cual concuerda

con nuestros hallazgos, ya que esta especie se observo tanto en ambientes acidos
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como alcalinos al inicio del estudio y al final de la investigacion. Por otra parte, se
ha observado que un microambiente oral ligeramente &cido (pH=5) en AM,
favoreceria el crecimiento excesivo de C. albicans, mientras que a un pH
levemente mayor exhiben un crecimiento notablemente mas rapido CNCA como
C. glabrata (Li y cols., 2007). Lo anteriormente planteado podria tener relacién con
los datos obtenidos en este estudio, en un inicio las especies de CNCA se
encontraron preferentemente a pH mas cercanos a la neutralidad o mas alcalinos.
Luego del consumo de leche, independientemente del tipo consumida (con
probidtico o placebo), se observé una alteracion entre la asociacion de las
especies de LGC y pH salival (aumentd la diversidad de especies a valores
menores de pH). Si bien, no hay estudios con probidticos que establezcan esta
asociacion, existen estudios que sugieren que los probioticos modifican el
microambiente circundante mediante la modulacion del pH y favorecen el
desarrollo de especies menos patdgenas en la microbiota oral (Sudhakar y cols.,
2011; Nangia y cols., 2014), lo cual podria tener relacion con la modificacion de la
asociacion entre estas variables. Sin embargo, se requieren de mas estudios para

poder esclarecer el efecto de los probidticos en esta asociacion.
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7. CONCLUSIONES

» En nuestro estudio, el consumo de leche suplementada con cepa probiotica
Lactobacillus rhamnosus GG, durante 6 meses, fue eficaz en la reduccion
del recuento de levaduras del género Candida en la cavidad oral, de adultos

mayores portadores de PR con estomatitis protésica.

» No fue posible comprobar el efecto de leche suplementada con probiético
en el pH salival o VFS. Es por esto que podriamos suponer que la
disminucién del recuento de LGC, podria explicarse por otros mecanismos
asociados al uso de probidticos y no necesariamente, a la modificacion de

estos parametros salivales.

» Hubo una alteracion en la diversidad de especies (disminuyd CNCA en los
AM con EP; aumenté CNCA en los AM sin EP), independiente del tipo de
leche consumida. Por lo tanto, no fue posible comprobar el efecto de leche

suplementada con probiético en la diversidad de especies de LGC.

» Luego del consumo de leche durante 6 meses, hubo una modificacion en la
asociacion entre diversidad de especies de LGC y parametros salivales (pH y
VFS), en todos los grupos de estudio (aumenté la diversidad de especies a
valores menores de pH y VFS, en comparacion a los valores iniciales). Por
lo tanto, no fue posible comprobar el efecto de leche suplementada con

probidtico en la asociacion entre estas variables.
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9. ANEXOS.

9.1 Anexo 1: Consentimiento informado
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Fecha de edicion: 20 de agosto de 2013

CONSENTIMIFNTO INFORMADO

TITULO DEL : EFECT0 DEL CONSUMO DE BEBIDAS LACTEAS

FROTOCOLO ENRIQUECIDAS CON PROBIOTICOS EN LA REDUCCION DE
INCIDENCIA DE CANDIDIASIS ORAL  ASOCIADA A
ESTOMATITIS FPROTESICA, EN ADULTOS MAYORES
PORTADORES DE PROTESIS REMOVIBLES

INVESTIGADOR : PROF. DRA. XIMENA LEE MUNOZ

PRINCIPAL ,
SEDE DEL ESTUDIO  : UNIVERSIDAD DE CHILE. FACULTAD DE ODONTOLOGIA.
DIRECCION : SERCIO LIVINGSTONE 943. SANTIAGO

NOMEBEE DEL © e e e s g A A S A e A NS Aan R R nE
PACIENTE

Yo Ximena Lee Mufioz, docente de Ia Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile,
Departamento de Protesis, estoy realizando una investigacion acerca de una levadura
(hongo), el cual produce una enfermedad nuy frecuente en la poblacion, especialmente en
aquella que uvtiliza protesis dental v que se llama Candidiasis. Por otro lado, las personas
que usan protesis, muy frecuentemente suffen de un enrojecimiento bajo ella, que se
denomina estomatitis protésica. Le proporcionare informacion v lo(a) invitare a ser parte de
ella. No tiene que decidir hoy s1 lo hard o no. Antes de hacerlo puede hablar acerca de la
investigacion con cualquier persona de su confianza. Este proceso se conoce como
Consentimienfo Informado v puede que contenga términos que usted no comprenda, por lo
que sientase con la absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a
aclarar sus dudas al respecto. Una vez que haya comprendido la investigacion y s1 usted
desea participar, entonces se le pediri que firme este formmlano. Los aspectos de este
formulario tratan los siguientes temas: Justificacion de la mvﬁ:sngacmn, objefivo de la
investigacion, tipo de intervencion y procedimiento, beneficios v nesgos asociados a la
investigacion y aclaraciones.



Justificacion de la investigacion: La candidiasis es una de las enfermedades mas
frecuentes de la boca. La magmitud de la nfeccion depende fundamentalmente de las
condiciones del paciente, por ejemplo, 51 usa protesis y cuil es su estado de mantencion.
Esta enfermedad se puede manifestar de diferentes formas: cuando se mspecciona la boca
los sigmos prncipales son enrojecimiento y manchas blancas que se desprenden al
raspado, como también podemos encontrar fisuras o bogqueras en las comisuras. La
sintomatelogia es variable y generalmente minima o asintomatica, hasta cuadros de
ardor o quemazdn de varada intensidad.

Objetivo de la investigacion: El objetivo de este estudio es evaluar el efecto del consumo
de bebidas lacteas ennquecidas con probioticos, en la mmcidencia de candidiasis oral
asociada a estomatitis protésica en adultos chilenos. El estudio meluird a un mimero total de
340 pacientes adultos mayores. Los pacientes seleccionados presentan un mvel de salud
que se clasifica como “Pacientes ASA I y IT", es decir sanos o con tratamiento médico
confrolade, sin conframdicacion para el consumo de bebidas licteas, portadores de protesis
removible v pacientes desdentados totales o parciales (sin dientes o con alpunos dientes),
con estomatitis protésica (enrojecimiento bajo la protesis) y/o candidiasis oral.

Criterios de inclusion vy exclusion: Una muestra de 340 adultos mayores
mstitucionalizados, pertenecientes a Centros de la Fundacion Las Rosas (promedio de edad
70 afios) hombres y mujeres, seran invitados a participar en este estudio, previa firma del
consentimiento informado.

Los cnterios de inclusion seran adultos mayeres sanos, o con enfermedades de base
coniroladas, portadores de protesis removibles tanto de bases metalicas y/o acrilicas con
estomatitis protésica v los de exclusion seran aquellos enfermos, o con enfermedades de
base no controladas, no portadores de protesis remowvibles o portadores de protesis sin
estomatitis protésica v que manifiesten intolerancia a las bebidas lacteas o alerma a algune
de los componentes de las bebidas expenmentales y placebos. Se solicitara autenizacidn a
los médicos tratantes encargados de cada hogar. Tanto los grupos control v expenimental, se
conformaran previa firma del consentimiento mformade de los voluntanes.

Beneficio de la investigacion. Usted tendra el beneficio de un examen de salud bucal
donde podra conocer el estade actual de su boca, y evaluar asi la necesidad de posibles
tratamientos. El conocer la efeciividad de los probioticos en el fratamuento del hongo, nos
permufira mejorar el prondstice de su fratamiente pretésico, estableciendo una terapia
oportuna, segura y eficaz segin su nesgo individual. Ademas se sumaran los beneficios a
su salud que le aporta el consumo de bebidas lacteas, ennguecidas con probioticos. Los
probicticos se definen como “microorgamsmes vivos que al ser admimstrados en
canhidades adecuadas, confieren beneficios al consumidor. Los probioticos son
ampliamente consumidos en alimentos como “Une al dia” 8, “Chamyio™ &, enfre ofTos.
Ademas, el szrupo de académicos del area de Protesis Totales se comprometen a recibir en
la clinica los casos de estomatitis mas severa, v que sera incomecto darles solo el
probiotico (en estudio), siendo lo indicado una terapia especifica postenior al estudio. Esto
no tendria costo para usted.

Tipo de intervencion v procedimiento. 51 usted acepta participar, se le proporcionara una
formmla lictea que contiene el probictico en estudio. Para medir su efectvidad, se le
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realizaran examenes cuatro veces, al prncipie, seis, dece meses v diecioche meses de su
tratamiento. Estos examenes consisten en toma de muestras de saliva y terulado de un area
de su boca. Un torulado se realiza con un cotonito especial, el cual se pasa suavemente por
su paladar. Para la muestra de saliva se le pedira que deposite una pequeiia cantidad de ella
denfro de un frasquito. Los adultos mayores que conforman el grupe experimental,
recibirdn 1 porcién de leche con 107 UFC/G Lactobacillus rhamnosus. Cabe destacar que se
ha establecido contacto con la empresa proveedora de los lacteos que consume la
mstitucion beneficiana, con el objetivo de ne alterar las formulaciones gque mgiere

regularmente. Las bebidas lacteas con y sin probidtico, tendran la misma formmla en polvo
desarrollada con leche 26% matena grasa, bajo poder higroscopice, facil diselucion y
reconstitucion.

Antes del examen es necesano que se abstenga de utilizar colutorios (enjuagues bucales)
15 dias antes de la toma de la muestra. El dia de la citacion debera estar en avunas de
2 horas, tampoco debe haber fumado ni realizado ningun procedimiento de higiene
bucal. Estas instrucciones le seran entregadas y explicadas oportunamente por escrito

Lugar donde se realizara la intervencion.

Los pacientes que seran inchudos en este estudio, son adultos mayores que residen en la
Fundacion las Rosas, Los hogares participantes se diidiran en dos grandes grupo
equivalentes. Dependiendo del nimero de personas por hogar se hara la distmbucion. El
primer grupo sera el expenimental v el segundo el control.

La aplicacion de este examen no representa mingin peligro para usted, pero si necesita
informacion, puede comunicarse al teléfono 978 18 35, con la secretana del Departamento
de Protesis, Sra. Enka Vasquez, quien gestionara su consulta, con los responsables del
Proyecto: Dra. Ximena Lee Mufioz (ximenalee/@zmail com), Dr. Cnstan Vergara Nufiez,
Dra. Ehzabeth Astorga Bustamante. El horano de atencion telefomica es de 08:30 a 13:00
horas, y desde las 14:00 a 17:30 horas, de lunes a viernes.

Las técmicas en estudio serdn aportados por la Facultad de Odontologia, sin costo alguno
para usted, durante el desamollo de este proyecto.

Riesgo de la investigacion. Usted mo comrera mingin nesgo durante y postenor al
procedimiento de la investigacién debido a que el cotonito sole entrara en contacto con su
paladar, el cual tampoco sufnira dafio algl.m-:u debido a que la presicn ejercida es mimma y
el matenial no es pequdmlal para el mismo. Por ofro lade, el consumeo de los probiotices ne
le aportarda mingin dafio puesto que estan autorizados por el ISP (Instituto de Salud
Publica), para ser consumidos por la peblacion.

Ademas del beneficio que este estudio sigmificara para el progreso del conocimiento v el
mejor tratamiento de futures pacientes, su participacicn en este estudio le traera como
beneficio el diagnostico de una posible infeccion que usted porte, y el tratamuento oportuno,
absclutamente gratuito, para que el pronostice de la protesis que se esta realizando sea
mejor. Esto mcluye los controles penodices hasta que se le otorgue el alta climea.
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Toda la mformacion denvada de su participacion en este estudio, sera conservada en forma
de estricta confidencialidad, lo que meluye el acceso de los mvestigadores o agencias
supervisoras de la mvestigacion. Cualquer publicacion o commmicacicn clentifica de los
resultados de la mvestgacion sera completamente anonima. Cabe destacar que sus datos
perscnales seran codificados, es decir, se les asignara un mimero. Bajo ninguna
circunstancia la mveshgadora responsable o los comvestigadores divulgaran estos
antecedentes. Solo se trabajara con el codigo asignado. Tampeco se le tomaran fotografias
i videos.

Aclaraciones

[ La participacion es completamente voluntaria

[ Mo habrd ninguna consecuencia desfavorable para usied, en caso de no aceptar la
Intervencion

[ 5i usted decide puede retirarse cuando lo desee.

[1 Las muestras obtenidas serdn de exclusiva utilizacion para este estudio,

[ No tendrd que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio,

[ No recibind pago por su participacidn,

[ Usted podrd solicitar informacion actualizada sobre el estodio, al mweshgador
responsable.

[ La informacion obtenida de la Investigacidn, respecto de la identificacidn de pacientes,
sera mantemda con esitncta confidencialidad por los mvestigadores, para esto, no se
utilizara su nombre sino un sistema de codigo que enumerara las muestras.

Despues de haber recibido y comprendido la mformacion de este documento, y de
haber podido aclarar todas mus dudas, puede, si lo desea, firmar la Carta de Consentimiento
Informado del Proyecto: EFECTO DEL CONSUMO DE BEBIDAS LACTEAS
ENRIQUECIDAS CON PROBIOTICOS EN LA REDUCCION DE INCIDENCIA
DE CANDIDIASIS ORAL ASOCIADA A ESTOMATITIS PROTESICA, EN
ADULTOS MAYORES PORTADORES DE PROTESIS REMOVIBLES

80



81

Carta de Consentimiento Informado

A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontaneamente y en consecuencia
acepto que:

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

2. He sido informado/a y comprendo la necesidad y fines de ser atendido.
3. Tengo conocimiento del procedimiento a realizar.
4. Conozco los beneficios de participar en la Investigacion
5. El procedimiento no tiene nesgo alguno para mi salud.
6. Ademas de esta informacion que he recibido, seré informado/a en cada momento y al
requerimiento de la evolucion de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesana
y al criterio del investigador.
7. Autorizo a usar mi caso para investigacion protegiendo mi identidad

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

[1 Nombre del Paciente:

O RUT:

(1 Firma:

[ Fecha:

Seccion a llenar por el Investigador Principal

He explicado al Sr(a) la naturaleza de la
mvestigacion, le he explicado acerca de los nesgos y beneficios que implica su
participacion. He contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto
que conczco la nommativa vigente proporcionada por el Comité Etico Cientifico de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, para la realizar la investigacion con
seres humanos y me apego a ella.

] Nombre del Investigador
Principal:




O Firma:

[ Fecha:

En caso de cualqner duda puede acudir personalmente a Av. La Paz 750, Facultad de
Odontologia de Universidad de Chile, los dias martes de 09:00 a 13:15 horas, o
comunicarse al teléfono 978 18 33, con la secretana del Departamento de Protesis, Sra.
Enka Vasquez, quen gestiomara sm consulta, con los responsables del Proyecto: Dra.
Ximena Lee Mufioz, Dr. Cnistian Vergara Numiez, Dra. Elizabeth Astorga Bustamante o Dr.
Danilo Ocaranza Tapia. El horano de atencion telefonica es de 08:30 a 13:00 horas, y desde
las 14:00 a 17:30 horas, de hmes a viernes.

Ante cualquer doda también puede preguntar al Comite de Etica de la Facultad de
Odontologia cuya Presidenta es la Dra. Maria Angélica Tormes; teléfono: 9781702 y su
direccion es Facultad de Odontologia de la U. de Chile, Edificio Admimstrative, Oficina
Vicedecanato, 4° piso, Sergio Livingston P 943, Comuna Independencia.
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9.2 Anexo 2: Ficha clinica
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: Codigo
e e
FICHA CLINICA FONIS SA13120113
INOINDIE REVISOT: uverreeereressssessssssensssssnsssessrsnsesssnsn Fecha:.......c.oueeue...
NOMBRE (s):
APELLIDOS: ciciiiinrsnsssnsssssssmssssssssssssssssasssnssssssssssssssssssssssass sasssnsssssssnsssssssssssassas snssss
GENERO EDAD (afios) NIVEL EDUCACIONAL ESTADO CIVIL
1- Femenino 1. Sinescolaridad 3. Secundaria 1. Soltero(a)
2- Masculino 2. Primaria 4. Superior 2. Casado(a)
3. Viudo(a)
HOGAR:
I Enfermedades cronicas no transmisibles. (Marque con una X)
1. Hipertension 7. Colon irritable
2. Respiratorias cronicas 8. Arritmias y cardiopatias
3. Hipercolesterolemia 9. Ulcera péptica
4. Depresion 10. Artritis/ Artrosis
5. Sobrepeso/obesidad 11. Osteoporosis
6. Diabetes Tipoll 12. Alergia(s): éCudl?(es)
Otra(s) (Especifique)
1. Enfermedades agudas (menos de tres meses de evolucion)
1
2
3
1. Otras condiciones Si No
Intolerancia a la lactosa
Tabaquismo (frecuencia)
Consumo de alcohol (frecuencia)
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Iv. Farmacos que consume: (especifique)
Farmaco Dosis
1
2
3
V. Higiene oral y protésica
Higiene de: | Si No Frecuencia éQueé utiliza? Si No

1. Dientes

(veces al dia)
1vez; 2 veces

Cepillo de dientes

2. Mucosas

Hilo/ seda dental

Cepillo interdentario

Enjuague bucal

Otro écual?

Cepillo suave

3. Lengua

Gasas

1.

Limpiador lingual

2.

Cepillo dental

4.- Protesis

1.-

Cepillo protésico

2.-

Cepillo dental

3.-

Pastillas de limpieza

5.-

Cloro

4.-

Otro
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VI. Xerostomia
Si No

¢Tiene sensaciéon de boca seca?
¢Siente la saliva espesa?
¢Tiene sensacién de ardor en la lengua?
¢(Tiene dificultades para tragar?
(Tiene que tomar agua para tragar alimentos?

VII. Patologia Oral: Mucosa Oral

LESIONES LOCALIZACION

0 | Ningun estado anormal 0 | Borde bermellén Lesion Localizacion
1 | Leucoplasia 1 | Comisuras
2 | Liquen plano 2 | Labios
3 | Eritroplasia 3 | Fondo de vestibulo
4 | Estomatitis protésica 4 | Mucosa oral
5 | Queilitis angular 5 | Piso delaboca
6 | Glositis romboidal 6 | Lengua
7 | Candidiasis pseudomembranosa | 7 | Paladar duro y/o blando
8 | Hiperplasia irritativa (éupulis) 8 | Bordes alveolares/ encias
9 | Ulcera traumatica 9 | Noregistrado

10 | Ulcera no asociada a trauma

11 | Gingivitis necrotizante aguda

12 | Absceso (especificar origen)

13 | Maculas

14 | No registrado

15 | Herpes Labial

16 | Otro Trastorno (especificar)
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Vill. ESTOMATITIS PROTESICA: [Clasifique segun Newton) si No
TIPO UBICACION MAXILAR UBICACION MANDIBULAR

1. Tipol 1. Paladar duro 1. Reborde alveolar

2. Tipall 2, Paladar 2. Otra ubicacion (especifique):
3. Tipalll 3. Reborde alveolar 0

IX. Uso de protesis

si No
Frecuencia de uso
Antigiiedad de |
Tipo de protesis = 5 ..Eue. acde
N 3 _ E protesis (afos)
.=£ 2 '—E‘ 2 Dia | Noche | Social
= = = =
1. Removible
acrilica
. Removible
metal acrilica
3. Implanto
retenida
X. Periodonto: enfermedad periodontal (consignar presencia o secuela,
observable clinicamente)
1. Gingivitis
Ausente Localizada Generalizada
2. Periodontitis
Ausente Localizada Generalizada

Observaciones:

T T e T T T T
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XI. Lesiones de caries: (consignar lesiones de caries)
Identifique Actividad de
caries
Nuamero de dientes Inactiva
presentes
Cavitada Activa
No cavitada Observaciones:
XIl.  Edentulismo: (Clasifique segun Kennedy)
Maxilar Mandibula
1. Clasel 4. Clase IV
2. Clasell 5. Desdentado total
3. Clase lll

Notas del examinador




