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RESUMEN

La generacion de alcali en saliva y biopelicula es producto de la actividad
enzimética de bacterias mediante dos vias produciendo como resultado final
amonio. La alcalogenicidad de ciertas bacterias podria estar asociada
positivamente con un menor indice de caries, por lo que determinar el
recuento de estas bacterias y relacionarlo con COPD/ceod, podria ayudar a
dilucidar la relacion entre presencia o ausencia de caries y la capacidad
alcalogénica de 4especies bacterianas.

23 nifios escolares de 8 aflos de edad de la zona norte de la region
Metropolitana fueron evaluados por examinadores calibrados y categorizados
segun su indice CEOP/ceod en dos grupos: Con Experiencia de Caries y otro
grupo Sin Experiencia de Caries, y se determiné el recuento de Streptococcus
mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis, Streptococcus
gordonii y Actinomyces naeslundii, mediante qPCR.

Los resultados obtenidos en el recuento de cada bacteria expresado en copias
de DNA/mL, fueron analizados con la estadistica no paramétrica Test de
Mann-Whitney para muestras independientes. Al comparar el recuento de
cada especie entre los grupos antes sefialados, tanto en placa supragingival
como en saliva, no se obtuvo diferencias significativas (p>0.005).

Estos resultados dan cuenta de la complejidad de la biopelicula y del proceso
de desarrollo y progresion de la caries dental.

Palabras clave: S.mutans, caries, alcali, placa supragingival, saliva.



INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad multifactorial que afecta a una gran parte
de la poblacion, es microbiolégicamente inducida y uno de los principales
agentes bioldgicos involucrados es Streptococcus mutans. Sin embargo, el
equilibrio existente entre las diversas especies bacterianas que conforman la
biopelicula, puede determinar la mantencion de la salud o un desequilibrio
hacia la enfermedad, teniendo como consecuencia lesiones de caries. Para la
mantencion de este equilibrio dindmico donde interactian mas de 700
especies microbianas, debe existir una adecuada proporcion de especies que
produzcan alcali, ya que se ha sugerido que este es el mas efectivo
mecanismo de accién capaz de contrarrestar la acciébn de los acidos
producidos por bacterias acidogénicas como S. mutans, especie que cumple
un importante rol en la etiologia de la caries dental debido a su alta capacidad
acidogénica y acidurica. La produccion de alcali se logra por medio de dos
vias: el sistema arginina deiminasa y ureasa. Dentro de la gran diversidad de
especies que conforman la biopelicula oral, se destacan 4 productores de
alcali: Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis, Streptococcus
gordonii y Actinomyces naeslundii. Este trabajo forma parte del proyecto de
investigacion en salud Fonis, en el que participaron 80 nifios de 8 afios, y de

los cuales 23 nifios fueron seleccionados para completar este proyecto.
MARCO TEORICO

La caries dental es una enfermedad multifactorial (Linossier y cols.,
2011) con alta prevalencia y severidad en la poblacion mundial. Afecta a mas
de la mitad de la poblaciébn en paises industrializados y el numero de
individuos afectados aumenta con la edad (Griffin y cols., 2005). En Chile, la

prevalencia de caries, aumenta sostenidamente con la edad, llegando casi al



100% en la poblacién adulta (Fig. 1.B). Lo mismo sucede con la severidad,
medida a través del namero de dientes afectados por caries, tanto en
denticion temporal (ceod) (Fig.1.C), como en denticion definitiva (COPD)
(Fig. 1.A) (Ceballos y coals., 2007; Soto y cols., 2007; Soto y cols., 2009).
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FIGURA 1: A) indice COPD en mayores de 6 afios. B) Prevalencia de caries en Chile. C) Prevalencia de caries en
base al indice ceod desde los 2 hasta los 6 afios. Tomado de ANALISIS DE SITUACION SALUD BUCAL, Minsal
20009.

La caries es un proceso dinamico de desmineralizacién y remineralizacion,
producto del metabolismo bacteriano sobre la superficie dentaria, que con el
tiempo produce pérdida neta de minerales, y posiblemente, pero no siempre,

resulte en la presencia de una cavidad (Ojeda- Garcés y cols., 2013).

La biopelicula oral esta definida como una comunidad bacteriana fuertemente
adherida a la superficie dentaria, organizada, jerarquizada en sus funciones,
adaptable al medio, de cooperacion entre microorganismos, activa, localizada
segun su ubicacién en supragingival o subgingival. La placa supragingival
posee una microbiota predominantemente Gram positivo, comuUnmente
asociada a microorganismos cariogénicos, vale decir acidogénicos vy

acidofilicos. Por otra parte, la placa subgingival estd compuesta por



anaerobios Gram negativo y esta formada preferentemente por periodonto

patdgenos (Astorga y cols., 2015).

Las biopeliculas dentales estan organizadas por comunidades bacterianas
cuya composicion abarca mas de 1000 especies, siendo la segunda
biopelicula mas compleja del cuerpo humano después del colon (Dewhirst y
cols., 2010). Ademas, en ella se encuentran una balanceada proporcion de
microorganismos residentes (Fujiwara y cols., 1991), de los cuales solo el 1%
resulta ser patogénicos (Ojeda- Garcés y cols., 2013). Las biopeliculas estan
constantemente desafiadas por cambios en las condiciones del ambiente,
como la ingesta de alimentos, temperatura, cambios en el pH y el flujo salival
(Kolenbrander y cols., 2006). En un estado de salud, la comunidad bacteriana
restringe a bacterias potencialmente dafiinas protegiendo al hospedero (Kreth
y cols., 2008). Asi también se ha demostrado que en nifios con bajo riego de
caries y en ausencia de enfermedad, el numero relativo de las especies de
estreptococos se mantiene constante por un periodo de 3 a 24 meses, por lo
que en salud, el balance microbiologico es mantenido (Kim Seow y cols.,
2009), sin embargo cambios en el ambiente como prolongados periodos de
acidificaciéon, permite la emergencia de microbiota acidurica 'y

desmineralizacion del esmalte dental (Lemos y cols., 2005).

La formacion de la biopelicula oral comprende varias etapas que van desde la
formacion de la pelicula salival adquirida, la adhesion bacteriana a las
proteinas de la pelicula adquirida, coagregacion bacteriana, formacion de
microcolonias intercaladas y finalmente, su estructuracion y maduracion
(Francia y cols., 2007). La biopelicula oral comprende microorganismos
comensales beneficiosos para el hospedero, debido a la exclusion de
microorganismos patogénicos que pueden inducir enfermedad (Marsh

PD.2006; Kuramitsu y cols., 2007). La patogénesis de la caries dental es



caracterizada por cambios metabodlicos y de composiciéon de la biopelicula
(Burne y cols., 1994; Burne y cols., 2000), donde no sOlo participan
microorganismos, sino que también factores abioticos (Linossier y cols.,
2011).

Existen muchos microorganismos asociados a la presencia de caries dental,
dentro de ellos se destaca S. mutans, con un rol importante en la etiologia
(Low y cols., 1999; Parisotto y cols., 2010). Un ambiente cariogénico crea
condiciones para ciertos patdgenos, con el fin de competir por la superficie del
diente, facilitando la aparicion de lesiones de caries (Marsh, 2010). Los
cambios en el medio dentro de la misma biopelicula favorecen la proliferacion
de especies aciduricas y acidogénicas, principalmente, la acidificacion del
medio es determinante en los cambios fenotipicos y genotipicos que se
producen en la microbiota durante la caries (Ojeda- Garcés y cols., 2013;
Astorga y cols., 2015). Diversos estudios sugieren que la abundancia de
microbiota cariogénica esta en concordancia con la poca poblacién de
especies asociadas a salud oral, existiendo diferencias significativas (Corby y
cols., 2005).

Los miembros de la biopelicula oral han evolucionado para hacer frente a
los cambios y competir con otras bacterias orales por su nicho ecolégico
(Nobbs vy cols., 2007); por ejemplo, cerca de un 20% de las bacterias orales
corresponde a estreptococos quienes son pioneros en la formacion de placa
dental y tienen una distribuciéon espacial y temporal que es crucial para el
desarrollo de la biopelicula oral (Marsh, 2006). Asi como también
estreptococos orales corresponden al 80% de los colonizadores primarios del

desarrollo inicial de la biopelicula (Rosan, 2000).



Diversos estudios han registrado que el recuento de S. mutans es
significativamente mayor en nifios con caries temprana de la infancia,
comparado con nifios libres de caries, esto debido a que el dominio de S.
mutans depende de la competencia, entre otros, con S. sanguinis y es
influenciado por la produccion de compuestos antimicrobianos, como
bacteriocinas (Kreth y cols., 2008). S. mutans puede llegar a ser dominante a
través de la produccion de acido lactico, acido propionico, acido acético, y
acido férmico cuando metaboliza carbohidratos fermentables como sacarosa,
fructosa y glucosa. Estos acidos circulan desde la placa hacia el esmalte
poroso, disociandose y disolviendo el mineral del esmalte, generando calcio y
fosfato, los cuales difunden hacia fuera del esmalte (Ojeda- Garcés y cols.,
2013).

Existe dependencia de la colonizaciébn bacteriana con la edad. La
concentracion bacteriana aumenta desde los 5 afios hasta los 12 afios,
manteniéndose  hasta los 19 afios y de ahi comienza a declinar
paulatinamente para caer bruscamente pasado los 30 afios. El recuento de S.
mutans, aumenta desde los 5 afios (4,7x10°> UFC/mL de saliva), hasta los 12
afios (6,0x10°> UFC/mL de saliva), y se correlaciona con el dafio dentario por

caries que se incrementa entre los 6 y 8 afios (Linossier, 2004).

S. sanguinis es reconocido por tener un rol antagonista en la caries dental
y en la enfermedad periodontal, ya que compite con el grupo streptococci por
la colonizacion de los sitios en la superficie de los dientes (Caufield y cols.,
2000), ya que ambos grupos requieren la presencia de dientes para la
colonizacion, sin embargo S. sanguinis precede la colonizacion de S. mutans
(Carlsson y cols., 1970). Cuando se presentan en un gran numero, S. gordonii
y S. sanguinis pueden antagonizar con S. mutans (Becker vy cols., 2002).

Caufield y cols., han demostrado que S. sanguinis se adquiere



aproximadamente a los 9 meses de edad y su aparicion esta correlacionada
con la erupcién de los primeros dientes y que la colonizacion temprana de S.
sanguinis produce una declinacion en la colonizacién de S. mutans (Caufield y
cols., 2000). Aunque la producciéon de acido por la placa dental es la causa
directa de caries, es notable que el incremento en la proporcién de especies
aciduricas, da lugar a un descenso de especies que son menos aciddricas y
generalmente asociadas a salud dental, tales como S. sanguinis y S. gordonii
(Bowden y cols., 1984; Becker y cols., 2002; Aasy cols., 2008).

La caries es una enfermedad que no ocurre sin la produccién de un pH
bajo en la biopelicula oral, de ahi entonces se puede predecir que la
produccién de alcali ayuda a promover un pH mas neutral teniendo un fuerte

efecto inhibitorio en el desarrollo de lesiones de caries (Burne y cols., 2012).

Las principales fuentes para la mantencion de la biopelicula oral en
homeostasis son: la urea; presente en todas las secreciones de las glandulas
salivales y en el fluido gingival crevicular, con valores similares a los del suero,
y la arginina; que estd presente en bajas cantidades en las secreciones
salivales, pero abundantemente en moléculas peptidicas. Las enzimas
ureasas son producidas por un pequefio nUmero de bacterias orales, tales
como S. salivarius y bacterias del género Actinomyces, como A. naeslundii,
catalizando la molécula de urea en dos moléculas de amonio y una de CO..
La via Sistema Arginina Deiminasa (ADS), es un sistema enzimatico que
escinde la arginina originando 3 productos principales, los cuales son ornitina,
CO2 y amoniaco (NH3), con la generacion concomitante de ATP (Nascimento
My cols., 2009). De esta forma este sistema enzimatico es beneficioso para
el pH de la biopelicula, disminuyendo el sobrecrecimiento de especies
cariogénicas y reduce el dafio al esmalte. Asimismo es provechoso para la

misma bacteria debido a que el amonio que genera neutraliza su citoplasma,



protegiéndolo del ataque acido y el ATP producido puede ser utilizado para su

crecimiento u homeostasis (Burne y cols., 2012).

La produccibn de amonio por bacterias orales puede influenciar
positivamente el balance entre remineralizacion y desmineralizacion de los
dientes y puede ayudar a prevenir la emergencia de microbiota cariogénica
(Sissons y cols., 1988; Kleinberg, 2002), por lo tanto la capacidad de la
biopelicula oral de generar alcali parece ser el mayor factor inhibidor de caries
(Burne, 2000).

Diversos estudios han demostrado una fuerte correlacion entre elevados
niveles de arginina libre en saliva y resistencia a la caries (Van Wuyckhuyse y
cols., 1995), y se ha visto también que un incremento en el riesgo de caries
estd asociado con un reducida capacidad de producir alcali por parte de la

poblacion microbiana que coloniza la cavidad oral (Nascimento y cols., 2009).

La generacion de élcali a partir de los sustratos salivales como urea y
arginina, pueden jugar un importante rol en el pH de la biopelicula, la
homeostasis y en la inhibiciébn de las caries dentales (Reyes y cols., 2012).
Existe una asociacion positiva entre la generacién de alcali, expresada en
altos niveles de ureasa y la actividad del sistema arginina deiminasa, y la
resistencia a la caries, en pacientes libre de caries comparado con pacientes
con caries activa. El grupo de Gordan observd una relacion positiva entre S.
salivarius con su actividad ureasa y una relacion negativa entre los recuentos
de S. mutans y arginina deiminasa (Gordan y cols., 2010), por lo que puede
ser un importante factor inhibitorio endégeno contra la microbiota acidogénica

y su consecuente desarrollo de caries, neutralizando los acidos.

Con todos los antecedentes propuestos, este trabajo de investigacion busca

determinar el recuento de 5 especies bacterianas en nifios libres de caries y



en niflos con lesiones de caries cavitadas, de las cuales 4 especies
bacterianas son productoras de alcali, correlacionando los niveles de estas
bacterias en funcion a que el potencial alcalogénico puede ser una estrategia

para el control y prevencion de la caries dental.
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HIPOTESIS.

El recuento de S.salivarius, S. sanguinis, S. gordonii y A. naeslundii es
mayor en el grupo de niflos sin experiencia de caries al compararlo con el grupo
con experiencia de caries. El recuento de S. mutans es mayor en el grupo con

experiencia de caries al compararlo con el grupo sin experiencia de caries.
OBJETIVO GENERAL

Determinar el recuento de 5 especies bacterianas en muestras de placa
supragingival y de saliva en escolares de 8 afios de edad, del sector norte de

la RM Santiago, con y sin experiencia de caries.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la experiencia y severidad de caries, por medio de indice
COPD/ceod en un grupo de nifilos(as) de 8 afos de la zona norte de la
Region Metropolitana.

2. Determinar niveles de Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus salivarius, Streptococcus gordonii, y Actinomyces naeslundii
provenientes de muestras de placa supragingival y saliva de nifios de 8 afios
de edad mediante PCR en tiempo real (QPCR).

3. Comparar los recuentos bacterianos obtenidos de las muestras con los

pardmetros clinicos de caries dental.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: Estudio descriptivo transversal a realizarse en nifios de 8
afos que asisten a colegios de la zona norte de la region Metropolitana.

a) Grupo de estudio

Para este estudio se determind al azar,una muestra de 23 nifios, de 8
afios de edad, de ambos sexos, pertenecientes a escuelas municipales del
area norte de la RM, que cumplian con los siguientes criterios de inclusion y
exclusion.

Criterios de inclusién: Tener 8 afios de edad, sisttmicamente sano, no

tener contraindicaciones para participar de un examen dental.

Criterios de exclusién: Pacientes con flujo salival reducido, con
enfermedades sistémicas, que hayan estado en terapia antibiética y/o con

colutorios orales antisépticos durante las ultimas 4 semanas.

Los padres de los nifios que cumplian con los criterios de inclusién, aceptaron
gue sus hijos participaran en el estudio dejando constancia de ello a través de
la firma del Formulario de Consentimiento Informado (Anexo 3). Tanto el
examen dentario como la toma de muestras biologicas fueron examenes no
invasivos para los nifios.

El Protocolo de esta investigacion esta aprobado por el Comité Etico
Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo 2)

b) Procedimiento

Evaluacion clinica: indice COPD/ceod fue evaluado por un examinador
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calibrado y de acuerdo a las normas emitidas por la OMS. Terminada la
evaluacion se entregd un informe de estado de salud (Anexo 5) y a los
pacientes con caries activa se les indicé su tratamiento de acuerdo a las

pautas emitidas por la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.
c) Obtencién de muestras
Los nifios examinados debian abstenerse de cualquier procedimiento de

higiene oral en las ultimas 12 horas (Gordan y cols., 2010).

l. Obtencion de saliva: Se recolectdé 3 ml. de saliva no estimulada, en las

primeras horas de la mafiana sin cepillado previo, que se deposité en un tubo
de plastico estéril (Falcon), el cual se mantuvo a 4°C hasta su traslado al
laboratorio de Quimica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile, donde se transfiri6 a tubos de microcentrifuga de 1,5 mL para su
posterior andlisis microbiolégico en el laboratorio de Microbiologia,
perteneciente al Departamento de Patologia y Medicina Oral de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Chile.

Il. Obtencidn de placa dental: La placa supragingival se recogi6é de todas

las superficies dentarias lisas de dientes anteriores y posteriores, con curetas
periodontales estériles (GR 4 and 5, Gracey finishing curettes, Ransom and
Randolph, Toledo, OH, USA). Este raspado se transfirio a tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml. estériles que contenian 500 pL de solucion de
KoHPO4 10 mM (pH 7), el cual se mantuvo a 4°C hasta su traslado a los

laboratorios nombrados anteriormente.

Las muestras de saliva y placa bacteriana previamente rotuladas, se

almacenaron a -80°C para su posterior procesamiento.
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d) Materiales

e Agar TYCS: Sulfito de sodio 0,1 g/L, L-cistina 0,2 g/L, Cloruro de sodio
1.0 g/L, Fosfato disédico 2 g/L, extracto de levadura 5 g/L, Casitona 15
g/L, Acetato de sodio 20 g/L, Sacarosa 50 g/L, Agar 15 g/L.

e Caldo Tryptic Soy Broth (TSB): Bacto Triptona (digerido pancreatico
de caseina) 17,0 g/L, Bacto Soytone (digerido péptico de harina de
soja) 3,0 g/L, Glucosa (dextrosa) 2,5 g/L, Cloruro soédico 5,0 g/L,
Fosfato dipotasico 2,5 g/L.

e Kit de extraccién DNA MasterPure™ DNA purification, Epicentre ®

e Caldo Brain Heart Infusion (BHI): Infusién cerebro 12,5 g/L, infusién
de corazon de res 5,0 g/L, Proteosa peptona 10 g/L, Glucosa 2 g/L,
Cloruro de sodio 5 g/L, fosfato disodico 2,5 g/L

e) Cepas bacterianas

Streptococcus mutans (UA159): especie de bacteria Gram positivo, anaerobia
facultativa, cocacea, crece en pares o en cadena. Es un patégeno primario en

la caries dental y colonizador secundario de la biopelicula.

Streptococcus sanguinis (ATCC 10556): especie de bacteria Gram positivo,
anaerobia facultativa cocacea no movil, crece en pares o0 en cadena.

Colonizador primario de la biopelicula dental.

Streptococcus gordonii (ATCC 10558): bacteria Gram positivo, anaerobia
facultativa, cocacea, no mavil, crece en pares o en cadena. Colonizador

primario de la biopelicula.
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El cultivo de estas tres especies bacterianas se realizé bajo el mismo
protocolo; se sembraron desde un criopreservado a -80°C en medio TYCSB y
cultivadas en condiciones de capnofilia y a una temperatura de 37°C por 48

horas, en la estufa de Incubacién (Incubator BiosLabChile®).

Actinomyces naeslundii (ATCC 12104): bacteria Gram positivo, anaerobia
facultativa, baciliforme. Colonizador primario de la biopelicula. Su cultivo se
realiz6 a partir de un criopreservado sembrado en agar BHI e incubado a 37°C
durante 72 h.

Streptococcus salivarius (ATCC 13419): bacteria Gram positivo, aerobio.
Colonizador primario de la biopelicula. Su cultivo se realiz6 a partir de un
criopreservado a -80°C sembrado en agar TYCSB e incubado a 37°C durante
24 h.

f) Partidores

Se utilizaron los siguientes partidores:

TABLA 1: Detalle de los partidores utilizados

S. mutans Smut 3368-F 5-GCC TAC AGCTCAGAGATGCTATTCT-3 114 pb
Smut 3481-R 5 GCCATACACCACTCATGAATTGA-3

S. sanguinis SagP-F 5 GATGCTATAACGGTGGTGGTG3 200 pb
SagP-R 5 AGACATACAGCGTGGTCCACY

S. gordonii Gordonii-F 5 GGTGTTGTTTGACCCGTTCAG 3’ 96 pb
Gordonii-R 5’AGTCCATCCCACGAGCACAG3’

A. naeslundii  Ure-AF 5’ ACGAAGACGCAAGGACAGACC3’ 297 pb
Ure-AR 5 GTAGGCCATGAGATCCGTGACC- 3’

S. salivarius grSs- F 5 ACGTTGACTTACGCTAGCG 3 200 pb
grSs-R 5 TGCTACGATA CCGTAACGTG &
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9) Extraccion de DNA gendémico de S. mutans UA159, S. sanguinis
ATCC 10556, S. gordonii ATCC 10558, A. naeslundii ATCC 12104, S.
salivarius ATCC 13419.

Se agrego6 1,5 mL de caldo TSB con bacteria (S. mutans, S. sanguinis, S.
gordonii, A. naeslundii, o S.salivarius), en tubo de microcentrifuga de 1,5 mL.
Se someti6 a centrifugacion a 13.000 rpm durante 10 min (Centrifuga
eppendorf  5415-D (Arquimed®)). Se elimind el sobrenadante y se agrego
1,5 mL de caldo nuevamente al tubo. Se repitié el paso de centrifugacion. Se
elimin6é el sobrenadante y se agregd 300 pL de solucion T y C (sistema
comercial MasterPure DNA purification, Epicentre), luego se agreg6 5 pL de
Lisozima (20 mg/mL). Se incubd en estufa a 37° C durante 5 horas y 30 min.
Se agregd 1 L de proteinasa K (50 mg/mL) y se incubd a 37 °C durante 1
hora, agitando en vértex cada 5 min (vortex VM-300 Arquimed®).

Luego se agrego 2 uL RNasa (5 mg/mL) y se incubé en hielo durante 5
min. Posteriormente, se agregé 150 pL de la solucion MPC (sistema
convencional Epicentre MasterPure DNA purificatin Epicentre), y se agitd en
vortex por 10 segundos. La mezcla se centrifugd a 13.000 rpm durante 10
min. Se transfiri6 500 pL del sobrenadante a un tubo nuevo, al cual se le
agrego 300 pL de isopropanol (se invirtié el tubo 30-40 veces y se incubod a -
20°C por 1 hora: Luego, se centrifugd a 13.000 rpm durante 10 min. 4°C
(Centrifuga eppendorf 4°C 5804-R Arquimed®) y se elimind el isopropanol. El
precipitado obtenido se lavd con 150 pL de etanol al 75% se volvio a
centrifugar a 13.000 rpm durante 5 min, y se elimind el etanol. El sedimento
obtenido se sec6 a una temperatura de 40°C (Termoblock Thermolyne
Typel7600 Dri-Bath Arquimed®) y se rehidratd posteriormente en 35 pL de
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agua miliQ estéril. EI DNA obtenido se almacend a -20°C para su posterior

uso.

h) Extracciéon de DNA gendmico de salivay placa dental

Las muestras de saliva y placa dental se descongelaron a
temperatura ambiente utilizando el protocolo para extraccion del sistema
comercial MasterPure™ DNA purification, Epicentre®, y es similar al descrito
en el punto g), agregando algunas modificaciones. Se resuspendieron las
muestras mediante vortex por 30 segundos. Se depositaron 150 pL de saliva
o placa dental en tubos de microcentrifuga, y se les agregé 150 pL de
solucion 2x Ty C. Luego se agregé 5 pL de Lisozima (20 mg/mL), y se incubd
por 1 hora a 37°C. Posteriormente se agregé 1 pL de proteinasa K (50
mg/mL), se incubd a 37°C durante una hora agitando cada 5 minutos. Luego
se agregdb 2 puL RNAsa (5 mg/mL) y se incub6é en hielo 5 minutos.
Inmediatamente después se agreg6 150 uL de MPC y se agité en voértex por
10 segundos. Luego se centrifugd a 13.000 rpm durante 10 minutos a 37°C y
se transfirieron 400 pL del sobrenadante a un tubo de microcentrifuga nuevo.
Se agregaron 400 pL de isopropanol. Se mantuvo en hielo durante 1 horay se
centrifugd a 13.000 rpm durante 10 minutos, a 4°C y se elimind el
sobrenadante. Posteriormente, se agregd 50 L de etanol 75% y centrifugo la
muestra durante 5 min. Se retir0 el etanol, se seco el sedimento a 40°C y se
resuspendio en 40 pL de agua miliQ. El DNA obtenido se almacené a -20°C
para su posterior uso.

i) Separacién de DNA mediante electroforesis

El analisis de integridad de las muestras de DNA se realiz6 mediante una

separacion electroforética en gel de agarosa al 1%, empleando amortiguador



17

TAE 0,5X. Las condiciones de la corrida fueron de 70 volts por 50 min. y 500
mA vy luego un recorrido a 20 Volts por 20 min (PS300-B Hoefer®). Una vez
cumplido el tiempo se coloc6 en bromuro de etidio (EtBr), a una concentracion
de 0.5 ug/mL por 10 min. y se visualizé en el transiluminador a una longitud
de onda de 254 nm. (Transiluminador UV FOTO/UV 21 Fotodyne®).

j) Cuantificacién total de ADN bacteriano

Para determinar la concentracién del ADN total de las muestras de placa y
saliva obtenido mediante la técnica de extraccion, se realiz6 una
cuantificacion mediante fluorometria con el sistema Qubit® 2.0
FLourometer, utilizando 199 pL de Qubit® dsDNA HS Buffer, 1uL de
Qubit® dsDNA HS reagent y 1 uL de muestra del DNA siguiendo las
especificaciones del fabricante. Los valores obtenidos de DNA total se
llevaron a una concentracion final de 20 ng/uL para la elaboracién de la

curva estandar para cada bacteria.

k) Cuantificacion mediante gPCR

Para cuantificar el DNA en tiempo real se utilizé el equipo gPCR (ECO Real
Time lllumina®) y se realizé la curva estdndar de cada bacteria. Para ello se
preparo una dilucion seriada factor 10, se tomo6 1 pyL de cada bacteria mas 9
ML de agua miliQ, 5 veces. Se realizé un “master mix” para la qPCR (10 pL
Mix 2X Sybr Green, 0,5 yL Partidor -F 25 pmol, 0,5 pL Partidor -R 25 pmol
(partidores correspondientes a cada bacteria en especifico y detallado en la
Tabla 1), 4 pL agua miliQ estéril para cada pocillo de placa a utilizar. Para
determinar la cuantificacion de cada bacteria en las muestras, se procedi6 a

utilizar los protocolos especificos para cada bacteria (Tabla 2).



18

TABLA 2: Protocolo de temperaturas para qPCR

S. mutans 95°(5min); 40 ciclos de 95°C (30 s), 58°C (30 s) y 72°C (1min), terminando con una
extension final de 72°C
S. sanguinis 95°(5min); 40 ciclos de 95°C (30 s), 66°C (30 s) y 72°C (1min), terminando con una

extension final de 72°C

S. gordonii 94°(5min); 50 ciclos de 94°C (30 s), 58°C (30 s) y 72°C (30 s), terminando con una
extension final de 72°C

A. naeslundii 94°(4min); 40 ciclos de 94°C (4 min), 61°C (1 min) y 72°C (1min), terminando con una
extension final de 95°C

S. salivarius 95°(5min); 50 ciclos de 95°C (30 s), 58°C (30 s) y 72°C (1min), terminando con una

extension final de 95°C

En cada pocillo del portamuestras se cargé 15 pL de “master mix” mas 5 pL
de DNA de las muestras, esta determinacion se realiz6 por duplicado. Las
muestras se dispusieron en orden en los pocillos de la placa de gPCR de
forma vertical y decreciente en las concentraciones con sus respectivos
duplicados en los primeros 10 pocillos, colocando un control negativo de agua
miliQ estéril en los ultimos dos. Posteriormente se cubrié la placa con sello
Optico segun instrucciones del fabricante. Con todo lo anterior en orden, se da
inicio al proceso obteniendo como resultado la curva estandar de cada una de
las bacterias control.

El DNA extraido de las muestras de placa y saliva se descongel6, una vez
medida su concentracién inicial mediante Qubit® 2.0 Flourometer, se realiz6
gPCR con el “master mix” anteriormente descrito, los partidores especificos
para cada bacteria y el agua miliQ estéril. Cuando la concentracion de alguna
muestra con el DNA extraido superaba los 20 ng/uL, se procedié a diluirlo de
manera tal que quedase con esta concentracién (20 ng/pL). Del mismo modo,
aquellas muestras con concentraciones menores a 20 ng/pL, se concentro

hasta alcanzar dicha concentracion.
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EL procesamiento de las muestras de placa supragingival y saliva se realiz6
de la misma forma que para obtener la curva estandar. En la placa de 48
pocillos se completdé la placa con 24 muestras y sus duplicados respectivos.

En base al tamafio del genoma de cada bacteria, se calculé el n°® bacterias de
saliva y placa dental por mL, en base a la pendiente rectilinea de las
diluciones y de las muestras de saliva y placa dental cuantificada en este

estudio mediante la técnica gPCR.

) Analisis estadistico

Los datos obtenidos se procesaron mediante planilla Excel 2013 vy

posteriormente se empled en la estadistica del tipo no paramétrica el Test de
Mann-Whitney para muestras independientes.
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RESULTADOS

A. Caracterizacion de la muestra

En este estudio se seleccionaron 23 nifios de la zona norte de la region
metropolitana, escolares, que cumplieron con los criterios de inclusion y
exclusion, de los cuales 11 correspondieron a nifios que no presentaban
Experiencia de caries, es decir un COPD/ceod = 0, y 12 niflos que
presentaban Experiencia de caries, es decir COPD/ceod >0. Los nifios con
Experiencia de caries presentaban en promedio un COPD/ceod= 3,8 (DS: +
1.3).

TABLA 3. Caracteristicas demograficas de la poblacion en estudio

Con Experiencia de Sin Experiencia de Total

caries caries
N°nifos 12 52% 11 48% 23 100%
N° hombres 8 66% 8 72% 16 70%
N° mujeres 4 33% 3 28% 7 30%
Promedio COPD 0 0 -
Promedio ceod 3.8 0 -
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B. Determinacién de las cantidades de S. mutans, S. sanguinis, S.

salivarius, S. gordonii, v A. naeslundii de muestras de placa vy

saliva.

b.1 Cultivo

Una vez cultivada cada bacteria segun lo descrito en Materiales y Métodos, se
analiz6 su morfologia, tamafio, consistencia y ausencia de contaminacion,
mediante observacion directa, para comprobar la pureza del inéculo

sembrado. La estructura macroscopica se observa en la Figura 2.

FIGURA 2. Estructura macroscopica de cultivo de bacterias: A) S. sanguinis, B) S. mutans, C) S. gordonii, D) S.

salivarius y E) A. naeslundii.
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b.2 Extraccién y separacion de DNA gendémico de S. mutans cepa
UA159, S. sanguinis cepa ATCC 10556, S. gordonii cepa ATCC 10558, A.
naeslundii cepa ATCC 12104, S. salivarius cepa ATCC 13419 vy de

muestras de placay saliva.

Siguiendo la metodologia propuesta, se realizo la extraccion del DNA
de las muestras de saliva y placa supragingival, y se analizé su integridad
mediante la separacion electroforética en un gel de agarosa al 1%, como se
ejemplifica en la Figura 3.

34060 7B 11l

6000 pb

3000 pb

1000 pb

FIGURA 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de DNA genémico de muestras de saliva y placa dental. A) Carril
1 Estandar de tamafio molecular 1 kb DNA ladder. Carril 2 muestra A10 Saliva (S). Carril 3 muestra A10 Placa
Bacteriana (PB). Carril 4 muestra C7 S. Carril 5 muestra C7 PB. Carril 6 muestra C1 S. Carril 7 muestra C1 PB.
Carril 8 muestra B3 S. Carril 9 muestra B3 PB. Carril 10 muestra A8 S. Carril 11 muestra A8 PB. B) Carril 1
Estandar de tamafio molecular 1 kb DNA ladder, Carril 2, 3, 4, 5 DNA gendémico Streptococcus salivarius.
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b.3 Cuantificacion de S. mutans cepa UA159, S. sanguinis cepa ATCC
10556, S. gordonii cepa ATCC 10558, A. naeslundii cepa ATCC 12104, S.
salivarius cepa ATCC 13419, mediante gPCR a partir de cultivos puros.

b.3.10btencién de curva estandar

Para cada bacteria analizada mediante qPCR se realiz6 una curva estandar,
empleando partidores y programas descritos anteriormente, como se muestra

en la Figura 4.

Standard Curve Standard Cunve Standard Curve

Standard Curve D Standard Curve E

FIGURA 4. Curvas estandar de cultivos puros correspondientes a: A) S. sanguinis, B) S. mutans, C) S. gordonii, D)
S. salivarius y E) A. naeslundii.
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b.3.2 Obtencion de curva de amplificacion

En el grafico de la curva de amplificacion (Figura 5), se pueden observar las
distintas etapas de la reaccion en cadena de la polimerasa. Cuando el
producto esta amplificado, los amplicones abundan y los reactivos ya estan en
su mayoria utilizados, comenzando la etapa final, donde la fluorescencia toma

un patron de meseta, producto de la disminucién en su emision.

Amplification Plot A Amplification Plot B Amplification Plot

FIGURA 5: Amplificacién de material genémico de A) S. sanguinis, B) S. mutans, C) S. gordonii, D) S. salivarius y
E) A. naeslundii. Se puede observar en cada grafico una linea de base, la amplificacién y una fase de meseta.
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b.3.3 Obtencidn de curva de disosiacion

Las curvas Melting (Figura 6), representan la curva de disociacién, mostrando
la especificidad de la reaccién. Aqui se observa la temperatura de fusion o
melting temperature (Tm), distinguiéndose por aquel punto mas alto de la

curva que se repite para las distintas muestras.

Derivative Melt Derivative Melt Derivative Melt
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FIGURA 6: Curvas de disociacion correspondientes a: A) S. sanguinis, B) S. mutans, C) S. gordonii, D) S. salivarius

y E) A. naeslundii. El punto més alto describe una Gnica temperatura de disociacion.
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b.3.4 Cuantificacion de S. mutans, S. sanguinis, S. salivarius, S. gordonii,
y A. naeslundii, mediante gPCR a partir de muestras de placa
supragingival y saliva provenientes de nifios de 8 afios con y sin

Experiencia de caries.

Con los protocolos establecidos de los cultivos puros de bacteria, los
programas de amplificacion y los partidores especificos, junto con las curvas
estandar, se obtuvieron los resultados de cada muestra procesada mediante
el gPCR, entregando un valor “Cq” que corresponde al Ciclo de cuantificacion.
El promedio de este valor Cq (se realiz6 mediante duplicado), se utilizé para
determinar la cantidad de DNA bacteriano especifico en cada muestra,
utilizando la ecuacién de la recta obtenida para cada curva estandar de las 5
bacterias estudiadas. Con el volumen inicial de placa supragingival o saliva
utilizada para realizar la extraccion de DNA de cada sujeto, se obtuvo la
cantidad de copias de DNA/mL. La cuantificacion de bacterias de cada

muestra expresada en copias/mL, se observa en el Anexo 1.

Los datos obtenidos para este parametro en ambos grupos de estudio no
presentaron una distribucion normal al realizar el T- test. Por lo tanto, se ultilizo
la estadistica no paramétrica Test de Mann-Whithey para muestras

independientes.
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S. mutans
|
Placa Con Experiencia | . '
Saliva Con Experiencia ’ ’ | = !
Saliva Sin Experiencia f { !
Placa Sin Experiencia = *7_.

1,00E+00 1,00E+01 1,00E+02 1,00E4+03 1,00E+04 1,00E+05 1,00E4+06 1,00E+07 1,00E+08 1,00E+09
copias de DNA/mL

FIGURA 7: Comparacién de medianas para S. mutans en muestras de placa y saliva en el grupo Con y

Sin Experiencia de caries, expresado en copias/mL. Se puede observar el maximo y el minimo.

En la Figura 7 se aprecian los resultados al analizar el recuento de S. mutans
en los grupos Con y Sin Experiencia de caries en las muestras de placa
supragingival y saliva. Se observa una mayor cantidad en el grupo Con
Experiencia de Caries en placa (mediana 6,10x10%), respecto al grupo Sin
Experiencia de caries en placa (mediana 2,64x10°%), y respecto a la saliva en el
grupo Sin Experiencia (mediana 1,14x10%), y a saliva en el grupo Con
Experiencia de caries (mediana 1,46x10%). Al analizar por la media (Figura 8), el
mayor recuento nuevamente se observa en las muestras de placa del grupo
Con Experiencia de caries, pero no hay diferencias significativas ni en placa
(p=0.1955), ni en saliva (p=0.7117).

Recuento de 5. mutans
1,0E+08
1,0E+07
1,0E+06
1,0E+05%

1,0E+04

copiasfmL

1,0E+03
1,0E+02
1.0E+01
1,0E+00
CON EXPERIENCIA SIN EXPERIENCIA

HPLACA mSALIVA

FIGURA 8: Promedio de S. mutans en muestras de placa y saliva expresado en copias de DNA/mL.
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S. sanguinis

Placa Con Experiencia ’ i
Saliva Con Experiencia 1 =i ‘
Saliva Sin Experiencia | 5
Placa Sin Experiencia .
| | | » |
1,00E+00  1,00e+401 1006402  1,00E+03  1,00E+04 1006405 1,00E+406  1,00E+07  1,00E+08

copias de DNA/mL

FIGURA 9: Comparacién de medianas para S. sanguinis en muestras de placa y saliva en el grupo Con

y Sin Historia de caries, expresado en copias de DNA/mL. Se puede observar el maximo y el minimo.

En la Figura 9 se aprecian los resultados al analizar el recuento de S.
sanguinis en los grupos Con y Sin Experiencia de caries en las muestras de
placa supragingival y saliva. Al comparar los recuentos, basandose en la
mediana, se observa una mayor cantidad en placa del grupo Sin Experiencia
de caries (mediana 7,96x10°) que en placa del grupo Con Experiencia de caries
(mediana 1,98x10°). Asimismo en saliva del grupo Sin Experiencia, su
recuento fue mayor (mediana 6,51x10°), que el grupo Con Experiencia de
caries (mediana 2,43x10°). Al observar la media (Figura 10), al igual que en el
gréfico anterior, se observa que el mayor recuento se encuentra en placa del
grupo Sin Experiencia de caries. No se encontraron diferencias significativas

ni en saliva (p=0.4978), ni en placa (p=0.2390).

Recuento de S. sanguinis
1,E+07
1,E+06
1,E+05
1,E+04

1,E+03

copias/mL

1,E+02

1,E+01

1,E+00
CON EXPERIENCIA SIN EXPERIENCIA
EmPLACA mSALIVA

FIGURA 10: Promedio de S. sanguinis en muestras de placa y saliva expresado en copias/mL
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S. salivarius

|
L = L
Placa Con Experiencia

Saliva Con Experiencia ‘ T
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Placa Sin Experiencia — -‘7%

1,00E+400  1,00E+01  1,00E+02 1,00e+03  1,00E+04  1,00e+05 1,00E+06  1,00E+07  1,00E+08
copias de DNA/mL

FIGURA 11: Comparacion de medianas para S. salivarius en muestras de placa y saliva en el grupo Con y

Sin Historia de caries, expresado en copias/mL. Se puede observar el maximo y el minimo.

En la Figura 11 se aprecian los resultados al analizar el recuento de S.
salivarius en los grupos Con y Sin Experiencia de caries en las muestras de
placa supragingival y saliva. Al comparar los recuentos, basandose en la
mediana, se observa una mayor cantidad en saliva de ambos grupos,
destacando en saliva del grupo Con Experiencia de caries (mediana 6,37x10°),
sobre saliva del grupo Sin Experiencia (mediana 1,07x107), siendo muy
superiores al recuento encontrado en placa del grupo Sin Experiencia
(mediana 6,44x10°), del grupo Con Experiencia (mediana 5,14x10°). Al observar
la media (Figura 12), se observa que el mayor recuento se encuentra en saliva
de ambos grupos. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas ni

en placa (p=0.3545), ni en saliva (p=0.4956).

Recuento de S. salivarius
1,00, E+08
1.000E+07
1,00,E+06
1,00,E+05

1,00,E+04

copias/ml

1000 E+03
1,00/E+02

1,00E401

1,00, E+00
CON EXPERIENCIA SIN EXPERIENCIA

®PLACA mSALIVA

FIGURA 12: Promedio de S. salivarius en muestras de placa y saliva expresado en copias/mL
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A. naeslundii

Placa Con Experiencia
Saliva Con Experienci PR -—
Saliva Sin Experiencia ; .‘

Placa Sin Experiencia 1 ‘

1,00E+00 1,00E+02 1,00E+04 1,00E+06 1,00E408 1,00E+10 1,00E+12
copias de DNA/mL

FIGURA 13: Comparacién de medianas para A. naeslundii en muestras de placa y saliva en el grupo Con y
Sin Historia de caries, expresado en copias/mL. Se puede observar el maximo y el minimo.

En la Figura 13 se aprecian los resultados al analizar el recuento de A.
naeslundii en los grupos Con y Sin Experiencia de caries en las muestras de
placa supragingival y saliva. Al comparar los recuentos, se observa una mayor
cantidad en saliva en el grupo Con Experiencia de caries (mediana 1,99x10°%),
respecto a la saliva en el grupo Sin Experiencia de caries (mediana 5,80x10°).
En relacién a la placa, se encontr6 un mayor recuento en el grupo Sin
Experiencia de caries (mediana 1,15x10°), en relacion al grupo Con Experiencia
(mediana 6,31x10°). Sin embargo no se observa una diferencia significativa ni
en placa (p=0.4569), ni en saliva (p=0.2390). Al analizar por la media (Figura
14), el mayor recuento se observa en placa en el grupo sin Experiencia de

caries.

Recuento de A. naeslundii
1,006+12
1,00E+10
1,00E+08

1,00E+06

copias/mL

CON EXPERIENCIA SIN EXPERIENCIA

HPLACA mSALIVA

FIGURA 14: Promedio de A. naeslundii en muestras de placa y saliva expresado en copias/mL
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S. gordonii

Placa Con Experiencia . —= 1
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FIGURA 15: Comparaciéon de medianas para S. gordonii en muestras de placa y saliva en el grupo Con y

Sin Historia de caries, expresado en copias/mL. Se puede observar el maximo y el minimo.

En la Figura 15 se aprecian los resultados al analizar el recuento de S.
gordonii en los grupos Con y Sin Experiencia de caries en las muestras de
placa supragingival y saliva. Al comparar los recuentos, basados en la
mediana, se puede observar una mayor cantidad en placa del grupo Sin
Experiencia de caries (mediana 1,30x10°), seguido de saliva del mismo grupo
(mediana 1,78x10%). En el grupo Con Experiencia de caries, es mayor el
recuento en placa (mediana 7,89x10°%), que en saliva (mediana 6,90x10%). Al
observar los promedios (Figura 16), se distingue que el mayor recuento
nuevamente se observa en placa del grupo Sin Experiencia de caries. Sin
embargo no existen diferencias significativas ni en placa (p= 0.0785), ni en
saliva (p= 0.3085).

Recuento de S. gordonii
1,00E+08
1,00E+07
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FIGURA 16: Promedio de S. gordonii en muestras de placa y saliva expresado en copias/mL



En la siguiente tabla se observa el detalle de la abundancia de cada bacteria
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en muestras de placa supragingival y saliva, expresado en copias de DNA/mL.

TABLA 4: Abundancia de bacterias expresada en copias/mL.

Con Experiencia
de caries

Sin Experiencia de

caries

S.sanguinis MediatDS 1x10°+1,X10° 1,X10” +2,X10”
Mediana 4x10° 8,X105
Mé&ximo - Minimo 6x10° -4x10° 6x10°-5x10°
Saliva MediatDS 3x10°+1x10° 1x10°+3x10° 0.4978
Mediana 2x10° 7x10°
Maximo- Minimo 1,X10° -1x10" 5x10° - 2x10°
S. mutans Placa MediatDS 8x10°+2x10°" 3x10°+5x10° 0.1955
Mediana 6x10” 3x10°
Maximo- Minimo 8x10’-1x10° 1x10°-2x10°
Saliva MediaxDS 1x10°+2x10° 6x10°+1x10° 0.7117
Mediana 1x10* 1x10*
Méaximo - Minimo 8x10°-8x10" 3x10°-8x10"
S.gordonii  Placa MediaxDS 5x10°+2x10° 2x10'+5x10’ 0.0785
Mediana 2x10* 1x10°
Mé&ximo- Minimo 6x10°- 4x10° 2x10° -1x10°
Saliva MediaxDS 5x10°+2x10° 7x10%+2x10’ 0.3085
Mediana 8x10° 2x10*
Mé&ximo- Minimo 6x10°- 3x10° 7x10'-2x10*
A.naeslundii Placa MediatDS 2x10°+3x10° 1x10"+4x10" 0.4569
Mediana 7x10" 1x10°
Méaximo- Minimo 1x10°-1x10° 1x10"*-1x10°
Saliva MediatDS 2x10°+2x10° 8x10+9x10’ 0.2390
Mediana 7x10’ 6x10°
Méaximo- Minimo 7x10°-5x10° 3x10%-2x10"
S.salivarius  Placa MediatDS 2x10°+3x10° 3x10°+5x10° 0.3545
Mediana 5x10° 6x10°
Maximo- Minimo 9x10°-7x10° 2x10'-2x10°
Saliva MediaxDS 1x10'+1x10’ 1x10'+1x10’ 0.4956
Mediana 6x10° 1x10’

Maximo- Minimo

4x10’-1x10"

4x10"-2x10°
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DISCUSION

Este trabajo de investigacion se realizé sobre una muestra de 23 escolares de
8 afios de edad de ambos sexos, en la zona norte de la region Metropolitana.
Los resultados analizados muestran que el valor ceod del grupo con
Experiencia de caries (ceod=3,2), es concordante con la realidad nacional,
(ceod=3,8) (Soto y cols., 2007). Del grupo con Experiencia de caries, 2 de
cada 3 niflos correspondian a hombres, resultados que concuerdan con el
estudio realizado por Rojas, en el afio 2001, donde la cantidad de varones en
un grupo de 432 pacientes, era practicamente el doble que mujeres en
relacion a la cantidad de dientes cariados segun indice ceod (Rojas, 2001).
Sin embargo, este resultado puede no ser extrapolable a la poblacion por
tratarse de una muestra pequefia (n=23). En relacién al indicador utilizado, fue
escogido el indice COPD/ceod dadas las condiciones en las cuales fue
tomado el examen dental, en donde no se contaba con el equipamiento

necesario para realizar un adecuado y confiable examen en base a ICDAS.

El desarrollo de la lesibn de caries es un proceso dinAmico con periodos
alternados de progresion, detencion y regresion, donde la placa dental juega
un rol fundamental (Astorga y cols., 2015). La caries dental involucra la
interaccién en el tiempo de una superficie dental susceptible, las bacterias
cariogénicas y la disponibilidad de una fuente de carbohidratos fermentables,

especialmente sacarosa (Duque de Estrada y cols., 2006).

Dependiendo de las condiciones ambientales en la cavidad oral, del individuo
en general, de uno o varios sitios dentro del hospedero, el equilibrio fisiologico
entre el tejido duro y la biopelicula puede ser perturbado, resultando en una

pérdida neta de minerales (Fejerskov, 2004).
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La gran mayoria de los estudios sobre la etiologia bacteriana de la caries
dental se ha realizado mediante cultivos bacterianos. Aproximadamente 250
especies de bacterias orales de humanos se han cultivado y la diversidad real
se ha estimado en 700 especies (Sockansky vy cols., 2000; Paster y cols.,

2001), pudiendo incluso alcanzar 1000 especies (Dewhirst y cols., 2010).

La microbiota residente de la cavidad oral inevitablemente formara biopelicula
sobre la superficie dental, y aunque es una enfermedad polimicrobiana
(Marchant y cols., 2001), donde la presencia de bacterias es fundamental
para el inicio y progresién de la caries (Beigjton, 2005), es innegable que
también influyen otros factores no relacionados directamente con bacterias
(Corby y cols., 2005). El establecimiento de la microbiota de la cavidad oral
es influenciado tanto por factores externos; como el medio ambiente durante
el parto, la microbiota oral de la madre, transmision persona a persona, el tipo
de alimentacién infantil y las condiciones de higiene oral, asi como factores
internos; como la etapa de desarrollo de la via digestiva (Tanner y cols., 2002;
Penders y cols., 2006).

El grupo Streptococci estd ampliamente distribuido en la cavidad oral, es asi
como S. salivarius, S. oralis y S. mitis se han destacado por colonizar tejidos
blandos como encia y lengua, y las especies S. mutans, S. sobrinus, y S.
gordonii por colonizar tejidos duros (Lemos y cols., 2005). Las biopeliculas
formadas en diferentes lugares dentro de la cavidad oral difieren en su
composicion bacteriana pero usualmente contienen la mayoria de las
especies frecuentemente aisladas en todas las superficies del esmalte
(Kolenbrander y cols., 2002).

Considerando el factor microbiol6gico, dos especies han sido fuertemente

asociadas como agentes etiolégicos, S. mutans y S. sobrinus, ya que
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numerosos estudios han relacionado la presencia de caries con elevados
recuentos de estas especies, sin embargo los estudios se han focalizado
principalmente en S. mutans debido a la relativa facilidad de manipulacion

genética comparado con S. sobrinus. (Lemos y cols., 2005).

Diversos estudios sugieren que el nivel de S. mutans no es predictivo para
determinar futuras lesiones de caries, asi como un alto recuento del Grupo
Mutans en saliva al compararlo con experiencia de caries, y que tampoco los
altos niveles en placa permiten predecir una variacion en experiencia de
caries (Matee y cols., 1993). Sin embargo, Duque de Estrada considera que el
paso mas importante para que se produzca la caries, es la adhesion inicial del
S. mutans a la superficie del diente. En nuestra poblacion de estudio, el
recuento de S. mutans en las muestras de placa del grupo con Experiencia de
caries fue mayor que el recuento en placa del grupo sin Experiencia de caries,
lo que concuerda con lo documentado en la literatura (Figueroa y cols., 2009;
Giacaman y cols., 2013). En sujetos sanos, las especies del grupo Mutans
Streptococci corresponden a menos del 1% de los aislados obtenidos y en
nifos con caries temprana de la infancia, el grupo MS comprende entre unos
30-50% de los aislados obtenidos de placa bacteriana y unos 10-30% de los
aislados obtenidos de saliva. (Law y cols., 2007). En este trabajo de
investigacion se esperaba una diferencia significativa en el recuento de S.
mutans entre el grupo con Experiencia de caries comparado con el grupo sin
caries, situacién que no ocurrid, lo que puede explicarse principalmente por el
escaso numero de participantes y también porque esta enfermedad puede
ocurrir en ausencia de esta bacteria (Loesche y Straffon, 1979) y que aun mas
puede suceder que individuos con altos recuentos de S. mutans no
necesariamente desarrollen lesiones de caries (Kleinberg, 2002), ya que la

relacion entre S. mutans y caries no es absoluta (Fejerskov, 2004). Las
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especies que conforman la microbiota no tienen un rol determinado, ya que
son heterogéneas, con una alta variabilidad genética y fenotipica (Astorga y
cols., 2010). Algunos autores proponen que el desarrollo de las caries dental
es mas complejo que solo tener la presencia de S. mutans (Figueroa y cols.,
2009), ya que no jugaria un rol especifico en su desarrollo, mas bien el
sobrecrecimiento de S.mutans podria ser explicado por una disrupciéon de la
homeostasis en la biopelicula, ya que si ésta se pierde, una infeccion
oportunista podria ocurrir aun cuando esta infeccién deriva de la microbiota

gue es endogena en el hospedero (Fejerskov, 2004).

Prolongados periodos de acidificacion permiten la aparicion de microbiota
acidurica y desmineralizacion del esmalte dental. De los agentes que
interrumpen la estabilidad de la biopelicula de la placa supragingival, los de
mayor impacto son la baja de pH y los cambios en las fuentes de
carbohidratos, ya que al ser metabolizados rapidamente por bacterias
acidogénicas, disminuyen facilmente el pH permitiendo a su vez la irrupcién
significativa de miembros cariogénicos, compitiendo efectivamente cuando las
condiciones ambientales son menos favorables para el crecimiento de otras
especies. En general, microorganismos como S. mutans son capaces de
crecer bajo este pH llevando a cabo la glicolisis, siendo esta una ventaja

selectiva sobre otras especies menos aciduricas (Lemos y cols., 2005).

La saliva mantiene la integridad dentaria por medio de su accion de limpieza
mecanica, la maduracion posteruptiva del esmalte, la regulacion del medio
ibnico para proveer capacidad de remineralizacién sin la precipitacion
espontanea de sus componentes y la limitacion de la difusién acida. Le aporta
al esmalte de los dientes recién erupcionados iones de calcio y de fosfato que
permiten gradualmente incrementar su grado de mineralizacion y a la vez,

perfecciona su estructura, proceso denominado maduracion posteruptiva,
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aumentando la resistencia del esmalte a la disolucion acida. Es bien sabido el
hecho de que la mayor susceptibilidad a la caries dental ocurre precisamente
en el periodo posterior a la erupcion dentaria, principalmente en el primer afio

de erupcionados los dientes (Duque de Estrada y cols., 2006).

La saliva es fundamental para el balance acido—base de la placa bacteriana.
El pH del liquido de la biopelicula disminuye muy pronto luego de la ingesta de
carbohidratos producto de la fermentacion de bacterias acidogénicas,
descendiendo por debajo de 5,5 y que gracias al sistema tampdn de la saliva,
permite un incremento en el pH. De ahi la importancia del flujo salival para
producir este incremento del pH al aumentar el flujo salival. La salud oral esta
relacionada también a un nivel mas alto de flujo salival, pH y capacidad
tamponante de la saliva (Miura y cols., 1991). Ademas mantiene la biopelicula
oral humeda y tibia. El pH de la saliva estd cerca de la neutralidad,
permitiendo el éptimo crecimiento de la mayoria de los microorganismos. En
este trabajo de investigaciébn, S. salivarius se encontr6 en altas
concentraciones en saliva, sin embargo no existi6 diferencia significativa al
comparar ambos grupos (p=0.3545). Esta mayor proporcion de S.salivarius en
saliva, concuerda con los resultados obtenidos al estudiar la prevalencia de
bacterias del género Streptococcus en saliva de nifios de entre 2 y 5 afios de
edad, donde S. salivarius era el mas prevalente tanto en el grupo con caries
como en el grupo sin caries (Tournelle, 2013). S. salivarius, es el mayor
constituyente de la biopelicula colonizando epitelio bucal, lengua y epitelio
dorsal. Produce ademas enzima ureasa que contribuye a la estabilidad de la
comunidad oral. Es un microorganismo pionero en la conformacion del
ecosistema de la cavidad bucal y que si bien juega un rol moderador, esta
mas asociado a tener un rol beneficioso debido a su capacidad de secretar la

enzima ureasa, favoreciendo la regulacion del pH ambiental (Chen y cols.,
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1996). En este estudio, al comparar, en base a la mediana, se puede observar
gue en el grupo sin Experiencia de caries, en saliva hay un recuento de
1,07x10" copias de DNA/mL, en placa de 6,44x10°, valores muy superiores al
recuento en saliva (1,14x10%) y placa (2,64x10°) de S. mutans del mismo grupo
Sin Experiencia de caries, lo que esta evidenciado por la literatura ya que S.
salivarius es la primera bacteria capaz de habitar toda la cavidad oral a través
de la saliva y que al ser cultivado con S. mutans, S. salivarius inhibe la
formacion de S. mutans (Ogawa y cols., 2010), sin embargo para otros

autores esta relacion no esta definida (Kim Seow., 2009).

A. naeslundii es una bacteria baciliforme, Gram positivo, anaerobio facultativo,
que pertenece a los colonizadores iniciales de la biopelicula, entregando
sustrato para la adhesion de otras bacterias orales incluyendo al género
Streptococcus, contribuyendo asi al desarrollo del microambiente bacteriano.
En este trabajo de investigacion se encontré en altos niveles en placa en el
grupo sin Experiencia de caries, validando su participacion en regular y
mantener la salud del ecosistema oral debido a su capacidad de adhesion a la
superficie dental (Yaling y cols., 2006). Si bien es una bacteria alcalogénica,
por medio de la via Arginina — Deiminasa, algunos autores la asocian al inicio

de caries dental en nifios y caries radicular en adultos (Chen y cols., 2001).

S. sanguinis se encontr6 en mayores proporciones en el grupo Sin
Experiencia de caries tanto en placa como saliva, lo que esta en concordancia
con la literatura, ya que se ha asociado a superficies libres de caries
(Marchant y cols., 2001; Belda-Ferrey cols., 2012). Algunos autores atribuyen
un rol antagonico de S. sanguinis contra S. mutans, argumentando que S.
mutans en bajas proporciones y con altos niveles de S. sanguinis, esta
asociado a salud oral (Caufield y cols., 2000; Seow y cols., 2009), lo que seria

concordante con esta investigacion, ya que en base a la mediana, se destaca
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que el recuento en saliva del grupo sin Experiencia de Caries (6,51x10°), es
muy superior al recuento de saliva en S. mutans del mismo grupo (1,14x10%).
Lo mismo ocurre respecto al recuento de placa en el grupo Sin Experiencia de
caries (7,96x10°), al comparar S. mutans en placa del grupo Sin Experiencia
(2,64x10%).

La caries es un proceso dinamico (Astorga y cols., 2015), donde la interaccién
cooperativa que ocurre entre mutans streptococci y los streptococci juegan un
importante rol en el desarrollo de caries vy la biopelicula dental (Ogawa y cols.,
2010), asi como el pH de una comunidad microbiana tiene un profundo efecto

sobre su composiciéon (Kolenbrander y cols., 2002).

En una investigacion donde se expuso por 10 dias a 9 especies orales a
glucosa, alcanzando un pH final de 5,5, 5,0 y 4,5, el recuento de S. mutans se
incrementd a pesar de la caida del pH, mientras que el recuento de A.
naeslundii y S. gordonii no fue detectable en valores de pH bajo 5
(Kolenbrander y cols., 2002), lo que podria explicar el bajo recuento que tuvo
S. gordonii en el grupo con Experiencia de caries (placa 7,89x10° saliva
6,90x10%), y que difiere bastante de lo ocurrido en el grupo sin Experiencia de
caries (placa 1,30x10°, saliva 1,78x10%), aun cuando esta diferencia no es
significativa (p placa 0.3085, p saliva= 0.0785), si podria explicar en parte la
contribucion de S. gordonii a la homeostasis de la biopelicula en el grupo Sin

Experiencia de caries, por su capacidad de adhesion.

Se propone en la literatura que la complejidad de la microbiota es mayor en
los nifios sin caries, sin embargo en ambos grupos estudiados se encontraron
las 5 bacterias pero en distintas proporciones, lo que da cuenta de la
complejidad y diversidad de la microbiota en ambos grupos (Li y cols., 2007).

Aunque esta diferencia resultd no ser significativa ademas de que las lesiones
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de caries estan asociadas a otros factores externos que no fueron estudiados
en esta investigacion.

Al comparar a los nifios con y sin Experiencia de caries, el resultado para
ninguna de las bacterias estudiadas resultdé ser significativo, esto puede
explicarse debido al reducido tamafio de la muestra estudiada. Un mayor
tamafio muestral se sugiere para obtener resultados mas concluyentes y

comparables.
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CONCLUSIONES

S. mutans, esté presente tanto en el grupo con experiencia de caries,
como en el grupo sin experiencia de caries, sin embargo existe una
tendencia a un mayor recuento en el grupo con experiencia de caries

sin presentar diferencia estadisticamente significativa.

Las bacterias denominadas alcalogénicas no son exclusivas del grupo
sin experiencia de caries, ya que se encuentran presentes también en

el grupo con experiencia de caries.

A pesar de que no se encontré una diferencia significativa al comparar
los grupos con y sin experiencia de caries, existe una tendencia a un
mayor recuento de S. sanguinis, S. gordonii, S.salivarius y A. naeslundii

en el grupo sin experiencia de caries.

La presencia de una misma especie en ambos grupos, sugiere que
puede actuar tanto favorablemente como negativamente en el

hospedero.
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Anexo 1. Detalle de las muestras analizadas con su respectivo recuento para

cada bacteria expresado en copias de DNA/mL.

MUESTRA  ESTADO DE CARIESS, Safvarius placa . Safvarius saliva A, naeslundii placcA. naeslundi saliva S, sanguinis place . sanguinis saliveS. gordonii placa$. gordonii saliveS, mutans placa$, mutans salive
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3,15,E406
1,26,404
2908407
346,406
3086407

4.96,E407
1,24,£408
9,46,£+07
131512
1,89,£407
1,33,E406
1,15,£408
1,16,408
1,40,E408
6,34,£407
1,60,£408
12707
2330407
1,18,408
9,33 E07
1,06,E409
3286407
1,09,E407
3,04,£408
115,E405
147408
3,06,408
454107

bATET
6,21 E07
3,8, £408
503E07
439E07
1,883,406
580,E:07
1,96,E407
17708
201 F+04
11LE08
419,607
39LE07
1,46,F+08
136,£407
349E+08
6,38 £+08
5,38 406
6,97F+08
5,68£+06
114 £+08
2,62F+08
252108

1,26,406
796,105
44706
6,77,1405
4T1E02
8,23F+02
8,86,£405
4,29F+04
6,86,£+05
6,29,£406
1,37, 1406
6,73E+05
8,62£+04
2,54 £+06
1,98 £405
1,83 406
6,08 £+05
48704
1,72,1405
1,46,£405
484 406
2,18 1404
7,05,E405

6,51,£405
8,80,£405
5,80,E405
1,87 E405
5,30 E404
2001403
7.4, E405
5,84,£405
2,19,F406
5,04,£406
7,54, 1405
330405
1,85,E405
1,09,E404
2,04, 405
8,23 1405
8,86,£404
2,83 1405
3,78 405
171,605
1,10,E+06
1146405
4155405

1,59,£+08
1,86,E407
2,38 £405
1,95,E405
2,00,E+06
112E04
1,23 F+04
2,51 F04
1,56,E404
135,102
1,30,E405
SATE4
344 E405
1,67 £405
5,85,E406
9,88,£402
3,95,E402
1321403
1,00,E405
475402
4,60,£403
219,104
112E04

708407
4791404
1,87 £405
1,55,E+06
6,91,406
131,404
178,E404
5,38 401
1,26,F+04
901,401
200401
8,16,1403
516,404
200,404
5,80,E406
4791404
1,18,£402
2,79,£+00
5,85,E403
L4002
147404
204403
7.96,1403

1,88 1403
1,06,£403
2311404
1,92,1405
1,46,+06
2,64 1403
1,24,£406
455,140
9,45,E402
1,88 1402
3,84 £+04
1,44 E404
3,90,£406
2,715,103
6,92,F404
1,4 1402
55LE02
5,904
8,93 1403
9,521405
1,70,E:07
1,83 1405
153 £07

8311401
3631402
5,36,£403
3,20, 1406
114404
107 £403
3,00,E406
2,18 1404
6,26,£+04
5,55,1402
145,404
6,82,£405
9,86,£402
8,56,£+04
8,36,£+03
912,102
8,44 1401
2,03 E404
3,606,104
472103
8,08 £+02
7,64 1405
4.96,£+04
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Anexo 2: Certificado Comité de Bioseguridad.

UNIVERSIDAD DE CHILE

g' Comité de Bioseguridad
wafl) Administracién Conjunta Campus Norte

Comité Institucional de Bioseguridad
Administracion Conjunta Campus Norte

FDO N°9

Santiago, 13 de Agosto de 2013.

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizado el Proyecto de Investigacion presentado al
Concurso Fonis 2013, titulado “Cuantificacion y caracterizacion de la produccion de alcali por cepas
bacterianas de la biopelicula dentaria y saliva en pacientes con o sin lesiones activas de caries”. El
investigador responsable de este proyecto es el Dr. Gustavo Moncada.

Los procedimientos experimentales, que involucran tanto el manejo de material biolégico y de microorganismos
patégenos, asi como el uso de agentes quimicos de riesgo, se realizardn en el Laboratorio de Quimica
perteneciente al Departamento de Ciencias Béasicas y Comunitarias y en el Laboratorio de Microbiologia
perteneciente al Departamento de Patologia y Medicina Oral de la Facultad de Odontologia, Universidad de
Chile.

El CIB certifica que los laboratorios y la Facultad mencionada anteriormente, cuentan con las facilidades para el
manejo y desecho del material quimico y biolégico a utilizar en el proyecto de acuerdo al Manual de Bioseguridad,
Conicyt 2008. Ademas, el investigador se compromete a velar por el cumplimiento de las normas de
bioseguridad, durante el desarrollo del proyecto.

Se extiende el presente certificado a solicitud del Dr. Moncada para ser presentado al Concurso

FONIS 2013.

’LL\ A % — e (4'7

Dr.MarioChiong Dra.Andrea Paula-Lima
Presidente Secretaria

Facultad de Odontologia. Sergio Livingstone P. 943, Independencia, Fon
09781793-9781832, Fax: 9781748, Santiago._http://odontologia.uchile.cl
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Anexo 3: Consentimiento informado.

Fonis

FONDO NACIONAL DE INVESTIGACION
Y DESARROLLO EN SALUD

Titulo del Protocolo: Caracterizacion de la produccién de alcali por cepas bacterianas de placa microbiana
y saliva en pacientes con distinta Experiencia de caries dental.

Investigador  Principal: Dr.  Gustavo
Moncada.

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

Mi nombre es Gustavo Adolfo Moncada Cortés, académico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile. Estoy realizando una investigacion gue busca detectar una nueva forma de mantener a la poblacion libre
de lesiones de caries en sus dientes, al conocer la actividad de ciertos compuestos quimicos y su produccién en
la saliva y placa bacteriana, considerando sus efectos sobre los dientes.

Le proporcionaré informacion e invitaré a su hijo (a) o pupilo (a) a ser parte de este estudio. No tiene que decidir
hoy si lo hardn o no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de la investigacion con cualquier
persona de su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado y puede que contenga
términos que usted no comprenda, por lo que siéntase con la absoluta libertad para preguntar sobre cualquier
aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez aclarada todas sus consultas y después que haya comprendido los objetivos de la Investigacion y si
usted desea que su hijo (a) o pupilo (a) participe, se le solicitara que firme este formulario.

Los aspectos de este formulario tratan los siguientes temas: Justificacion de la Investigacion, Objetivo de la
Investigacion,  Tipo de Intervencién y procedimiento, Beneficios y Riesgos Asociados a la Investigacion,
criterios de inclusién-exclusion y Aclaraciones.
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Informo a Ud. que a su hijo (a) o pupilo (a) seran reforzadas las técnicas de higiene ora ly se aclaran dudas en caso

de presentar consultas. Ademas se le proporcionara un cepillo dental y un tubo de pasta de dientes.

Justificacién de la Investigacion.

La caries dental es la enfermedad buco dental mas prevalente en Latinoamérica, siendo la enfermedad crénica

mas frecuente en la poblacion, afectando a méas del 96% de los adultos.

En Chile la realidad no es distinta, la caries dental aumenta sostenidamente con la edad, segun la edad del grupo
estudiado, corresponde a un 17% a los 2 afos, un 48.02% a los 4 afios, un 70.36% a los 6 afios, un 62.5% a los 12
afios, aumentando drasticamente a un 98% en la poblacion entre 35 a 44 afios, llegando a un 100% de la poblacion

con Experiencia de caries entre los 65 a 74 afos.

Su origen es infeccioso y se asocia con la presencia de altas poblaciones de bacterias adheridas sobre los dientes.
Las lesiones de caries se establecen tanto en dientes sanos como en dientes que han sido restaurados (tapadura).
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El andlisis de la actual investigacion, nos permite estudiar una nueva forma preventiva en el conocimiento de la
enfermedad caries dental, donde algunos compuestos propios de la boca, actuarian como un importante factor que
reducen el aparecimiento de lesiones de caries dental. Estos compuestos de amonio podrian inhibir potencialmente
el desarrollo de la caries dental porque neutralizaria los acidos que deterioran los dientes y maodificaria la
proporcién de los gérmenes que producen las caries, favoreciendo las condiciones para el mantenimiento de la
salud oral.

Esta investigacion pretende contribuir en el inicio de un camino que se vislumbra prometedor para la comprensién
de la caries dental, particularmente en nifios, con la finalidad futura de buscar nuevas formas para prevenir la caries
dental. Su fecha de inicio es Marzo de 2013.

Objetivo de la
Investigacion.

El presente estudio tiene por objeto recolectar muestras de saliva y placa bacteriana ubicadas sobre los dientes de
su hijo (a) o pupilo (a) para medir la cantidad de ciertos compuestos que podrian entenderse como protectores de la
generacion de caries que tiene la boca de hijo (a) o pupilo (a).

Beneficio de participar en esta Investigacion.

Usted aportara informacion no disponible sobre las ventajas y desventajas de conocer la presencia y cantidad de
compuestos propios de la boca que funcionarian como protectores contra las caries.

Adicionalmente se reforzaré la técnica de higiene oral de su hijo (a) o pupilo (a) y se le entregara un informe escrito
con el actual estado de su salud oral.

Tipo de Intervencién y Procedimiento.

Si usted decide que su hijo (a) o pupilo (a) participe se le realizara un examen bucal con evaluacién de la saliva y
placa bacteriana y se le instruira sobre la mejor técnica de higiene oral.

Se colectara 5 ml de saliva completa que se depositard en un tubo estéril que se mantendra a baja temperatura
(4°C). El fluido de placa sera recogido de las superficies dentales con material apropiado estéril y colectado en
tubos rotulados en una solucion de acidez controlada, que se mantendrd a baja temperatura (4°C). El
almacenamiento y procesamiento se hara en las dependencias de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile.

Riesgo de participar en la Investigacion.

Su hijo (a) o pupilo (a) no correrd ningln riesgo durante y posterior al procedimiento de la investigacion debido a
que en esta oportunidad no serd sometido (a) a ningun procedimiento, sélo se efectuara la toma de muestra no
invasiva y se evaluara la condicion de los dientes. En caso que alguno de ellos presente problema, sera informado
por escrito para que sea atendido en la clinica correspondiente para su tratamiento en las condiciones que los
protocolos recomienden.

Criterios de Inclusién y Exclusion.
Inclusion: nifios 6-7afios, de ambos sexos con y sin lesiones de caries dentarias.

Exclusién: enfermedades que afecten la tasa de secreciéon salival, ingesta antibidticos, uso de enjuagatorios
bucales, si su hijo (a) o pupilo (a) presenta alguna o varias condiciones mencionadas, queda impedido de participar
en el estudio.

Aclaraciones
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e La participacién es completamente voluntaria.
e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la intervencion.
& Siusted decide, puede retirarse del estudio cuando lo desee.

¢ No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.
e No recibira pago por su participacion.

. Una vez concluido el presente estudio, los voluntarios participantes recibiran un informe escrito en sobre
cerrado entregado en el colegio respectivo.

e Usted podra solicitar informacion actualizada sobre el estudio, al investigador responsable o solicitar la
exposicion a la comunidad educativa los resultados.

e La informacion obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacién de pacientes, serd codificada para
garantizar la confidencialidad de los datos por parte de los investigadores.

e Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participaciéon, puede si lo desea, firmar el
Formulario de Consentimiento Informado anexa al documento.

e En caso de cualquier duda Ud. puede acudir a Av. La Paz 571, Facultad de Odontologia de Universidad de
Chile, Area de Operatoria Dental los dias Lunes de 8 a 13 horas o Miércoles de 14 a 19 horas o comunicarse con
Gustavo Moncada o Javier Martin al nimero 02-978-1742.

e E| presente Consentimiento ha sido visado por la Comision de Etica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, Preside el comité, Prof. Dr. Juan Cortés Araya, Cirujano dentista, Profesor Titular, Vicedecano
de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile, e-mail: vicedeca@odontologia.uchile.cl.
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Formulario de Consentimiento Informado

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

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

. He sido informado (a) y comprendo la necesidad y fines del estudio que se le realizar4 a mi hijo (a) o pupilo (a).

. Tengo conocimiento del procedimiento que se le realizard a mi hijo (a) o pupilo (a).

2

3

4. Conozco los beneficios de participar en la Investigacion

5. El procedimiento no tiene riesgo alguno para la salud de mi hijo (a) o pupilo (a).
6

Ademas de esta informacion que he recibido, seré informado/a en cada momento y al requerimiento de la
evolucion del proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesaria y al criterio del investigador.

7. Autorizo a usar el caso de mi hijo (a) o pupilo (a) para investigacion y para ser usado como material audiovisual
en clases, protegiendo mi identidad.

Yo ,rut_, Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, para realizar el procedimiento
diagnéstico pertinente  a mi  hijo (a) o] pupilo
() et nacido €l (dia/mes/afio) y
autorizo la utilizacion de las muestras de saliva y biopelicula oral de mi hijo(a) o pupilo(a), donadas voluntariamente,
para ser estudiadas y analizadas en el marco de este proyecto de investigacion para la medicién de la actividad de
ureasa y arginina deiminasa en saliva y placa dental realizada por el Odontélogo Dr. Gustavo Moncada Cortés.
Ademas fui informada (0) que para este estudio s6lo se utilizaran de mis datos aportados: la cantidad de dientes
cariados, sanos, obturados (tapados) y perdidos de mi hijo (a) o pupilo (a), el resto de los datos personales seran
absolutamente resguardados. Acepto PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIO INTERES Y EL DE MI HIJO (A)
O PUPILO.

Nombre del Padre-Madre, Tutor o Representante Legal:

Firma: Fecha de Toma del CI:

Nombre del Investigador que toma el Cl:

Firma: Fecha de Toma del Cl:

Nombre del Investigador Principal

Firma: Fecha:




Anexo 4. Ficha Clinica

UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

FICHA DE SALUD ORAL
NOMBRE DE COLEGIO:..........coooerrurererieeeririreeereee e eeneresesess e senens
COMUNA:......ooorrrenrrrrnrrensessnesenenns REGION:.....coonrreeensieerrrnneieees
ANO (4) MES (5) DIA (6) N2 FICHA (7) N2 EXAMINADOR (8)
INFORMACION GENERAL:
NOMBRE(D) vvvve e vveeeveeseeeeessseeeesseesoosess s see e sseesesesssnesneessesnsaneessessssessessessaesneseessesssessens
Cumple con ayuno y abstenerse de higiene oral durante Ultimas 10 horas:........cccccceeeeviveecceeeennnenn,
EDAD EN ANOS(10)
GENERO(11) M=1 F=2
LOCALIZACION GEOGRAFICA (12) ESTADO SOCIOECONOMICO (13)

URBANA=1 RURAL=2 1= ALTO 2=MEDIO 3=BAJO
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TIPO DE DENTICION Y NECESIDADES DE TRATAMIENTO (14)

1=TEMPORAL 2 = MIXTA PRIMERA FASE. (INCIS., 1° M. PERMAN.)
3 = MIXTA SEGUNDA FASE. (PREMOLARES) 4 = PERMANENTE (COMPLETA PERMANENTE)

MAXILAR SUPERIOR

55 54 53 52 51 61 62 63 64 65
D (15) (24)
T (25) (34)
17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27
(35) (48)
(49) (62)

MAXILAR INFERIOR

47 46 45 a4 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37
(63) (76)
(77) (90)
85 84 83 82 81 71 72 73 74 75
D (91) (100)
T (101) (110)

DIENTE TEMPORAL (T) PERMANENTE (P)



DIAGNOSTICO
T P
0 = SANO
1 = CARIADO
2 = OBTURADO Y CARIADO
3 = OBTURADO
4 =

PERDIDO POR CARIES
INDICACION EXTRACCION POR

CARIES

6 = PERDIDO POR OTRA RAZON

7 = CORONA O PILAR DE PUENTE

8 = NO ERUPCIONADO

9 = EXCLUIDO
COPD: ceod:

cC (0O |P c e o

indice de Green y Vermelldn:
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TRATAMIENTO

= NO NECESITA

= SELLANTE O DETENCION DE CARIES

= OBTURAR UNA SUPERFICIE

= OBTURAR DOS O MAS SUPERFICIES

= CORONA O PILAR DE PUENTE

= INTERMEDIARIO

= TRATAMIENTO PULPAR

= EXTRACCION

= OTRAS NECESIDADES

= ESPECIFICAR
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INSTRUCTIVO DE FICHA DE SALUD BUCAL

Colegio: Cologue el nombre del establecimiento

Comuna: Indigue la comuna a que pertenece

Fecha: El afio, mes y dia registrarlos solo el dia del examen.

Numero de Ficha: Cada nifio debe tener su nimero de identificacion y es necesario que
cada nimero de ficha se use una sola vez.

Examinador: Cada examinador tiene asignado un nimero y un volumen de fichas en

forma correlativa.

NOMBRE NUMERO No de FICHA
EXAMINADOR ASIGNADO

Lorena Duperat 1

Jéssica Maureira 2

Nombre del alumno: EI nombre del alumno debe registrarse con letra imprenta
empezando por el apellido.
Edad: Colocar la edad en afios cumplidos.

Localizacion geogréafica: Especificar si es urbana o rural

REGISTRO DE INDICES: COP-Dy ceo-d

Registro de los dientes presentes: Encerrar en un circulo la nomenclatura correspondiente.
Ej. Encerrar (55) o (15).

Diagnostico y Tratamiento: Anotacion en los recuadros.

ESTADO: En los recuadros, 15-24; 35-48; 63-76 y 85-75, anotar el diagndstico de

acuerdo a los cddigos de la columna izquierda.

TRATAMIENTO: En los recuadros 25-34; 49-62; 77- 90 y 101-110, anotar el

tratamiento indicado de acuerdo a los codigos de la columna derecha

INDICE DE GREEN Y VERMELLON: colocar en la casilla, el nimero correspondiente
al indice de green y vermelldn. Piezas superiores es medido por la cara vestibular y piezas

inferiores por la cara lingual.
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Anexo 5: Informe de Caries

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

“INFORME DE DIAGNOSTICO Y NECESIDAD DE TRATAMIENTO DE LOS ALUMNOS
DEL COLEGIO.......cccocoiriiirieennns , PARTICIPANTES DEL ESTUDIO “MEDICION DE
ALCALI MEDIANTE LA ACTIVIDAD DE UREASA Y ARGININA DEIMINIASA EN SALIVA Y
PLACA DENTAL EN NINOS DE 8 ANOS, CON DISTINTA EXPERIENCIA DE CARIES
DENTAL”

Diagnéstico
Gingivitis (inflamacion de la encia): Si No
Caries: Si No [N

Tratamiento

Profilaxis (limpieza): Si No

Exodoncias (Extracciones): Si No NO: el
Obturaciones (tapaduras): Si No NO: el

Sellantes: Si No NO: el

L0 15 T =T V7 ¥ of L Y 4 1=

Gracias por su tiempo y colaboracion en este estudio. Se despiden atentamente.
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Anexo 6: Acta de Aprobacién de Protocolo de
=i FACULTAD 4 H 1A
KR ODONTOLOG Investigacion.

) 11/10/2012
ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

ACTA N°: 2012/13

1. Acta de aprobacion de protocolo de estudio N° 2012/21

1. Miembros permanentes del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile participantes en la aprobacion del Proyecto:

Dr. Eduardo Rodriguez Dr. Alejandro Escobar
Miembro permanente del CEC Miembro permanente del CEC
Dra. Ximena Lee Dra. Claudia Lefimil
Miembro permanente del CEC Miembro permanente del CEC

Dra. Karin Lagos
Miembro permanente del CEC

3. Fecha de Aprobacidén: 03/10/2012

4. Titulo completo del proyecto: “Caracterizacion de la Produccién de Alcali por cepas bacterianas de
placa microbiana y saliva en pacientes con distinta Experiencia de caries dental” FONIS SA1212283
version afio 2012.

5. Investigador responsable: Prof. Dr. Gustavo Adolfo Moncada Cortés, académico del Departamento
de Odontologia Restauradora. Facultad de Odontologia, Universidad de Chile

6. Institucion: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile y Fonis.

7. Documentacién Revisada:

= Protocolo versién en espafiol del Proyecto: “Caracterizacién de la Produccion de Alcali por cepas
bacterianas de placa microbiana y saliva en pacientes con distinta Experiencia de caries dental”
FONIS SA1212283 version afio 2012.

= Documento de Consentimiento informado, version 11/10/2012.

= Curriculo del investigador responsable y del Coinvestigador.

8. Caracter del estudio y de la muestra:
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Estudio descriptivo analitico de la Produccion de Alcali por cepas bacterianas de placa microbiana y
saliva en pacientes con distinta Experiencia de caries dental. En una muestra de 385 nifios entre 6 y 7
afios de estratos sociales bajos y medio bajos de buena salud general del area norte del Gran Santiago.

9. Fundamentacién de la aprobacién ética

La caries dental constituye un gran problema en la salud bucal de nuestra poblacién chilena, y se han
realizado constantes exploraciones de nuevas estrategias tanto en prevencion, tratamiento, asi como de
la evaluacion del riesgo cariogénico en diferentes condiciones. La sucesion de ciclos de
desmineralizacion-remineralizacion de las superficies de los dientes han sido estudiados, y se ha
relacionado la exposicion prolongada del ambiente bucal a acidos como una de las causas de la caries
dental, ello se asocia a la actividad metabdlica de la microbiota cariogénica, en saliva y/o placa. Sin
embargo pero muy poco se ha dicho sobre la produccién de sustancias alcalinas que participan en este
equilibrio. Esta investigacion contempla establecer protocolos para la medicién de la actividad
alcalinogénica en saliva, reproducible a largo plazo, en vista a proveer de un ensayo de laboratorio que
permita una prediccion del riesgo de caries en la poblacion infantil de 6 y 7 afios.

Esto constituye un aporte desde el punto de vista diagnéstico y una herramienta de seguimiento en
procesos de intervencién contra la caries dental. Con ello se pretende establecer la base que permita a
la Cariologia seguir los estudios, hacia una mayor comprension de la microbiologia, bioquimica, y el
impacto en la salud y enfermedad de la produccion de alcalis en saliva y biopelicula oral humana.

El investigador principal ha tomado las precauciones respecto al trabajo con una poblacién de nifios,
respecto al uso de muestras de saliva y no se declaran riesgos mayores para el grupo en estudio. La
informacién que se entregara a los padres de los nifios posibles participantes es considerada adecuada
por este comité. También ha resguardado la confidencialidad de los datos y ha incorporado en el
documento de consentimiento informado las modificaciones sugeridas por este Comité, a saber:

= Incluyé los datos de las instituciones patrocinantes: Fonis y Universidad de Chile.

= Indicé como se llevara a cabo la toma de muestras de placa y saliva.

= Incluyo criterios de inclusién y exclusion, y la fecha de edicién del C.1.

= Indicé los datos de Presidente del CEC

= Explicitd la forma cémo el paciente puede obtener la informacion relativa a los resultados de su
examen y que todos los datos seran codificados.

= Mejoro el lenguaje e incluyo que en caso de ser necesario, se indicard que consulte con su dentista
tratante.

Esta investigacion cumple con la declaracion de Helsinsky y las pautas CIOMS, ajustdndose a los
estandares cientificos y éticos de la disciplina.

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile,
aprueba el estudio “Caracterizacién de la Produccién de Alcali por cepas bacterianas de placa
microbiana y saliva en pacientes con distinta Experiencia de caries dental” FONIS SA1212283 version
afio 2012 y el Documento de Consentimiento informado, versiéon 11/10/2012.

\L vy

Dr. Juan Cortés
Presidente del CE




c/c.: Investigador Principal y Secretaria C.E.C.
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