& x " UNIVERSIDAD

DE VALPARAISO

ESCUELA DE
ODONTOLOGIA

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS
PRESENTES EN CEPILLOS DENTALES DE PACIENTES CON VARIADA
ACTIVIDAD CARIOGENICA

Trabajo de Investigacion requisito para optar al Titulo de Cirujano Dentista

Alumnos: Maria José Olivares Gémez
Sebastian Rebolledo Fernandez
Katherine Urrea Valdés

Docente Guia: Prof. Dra. Alexandra Guerrero Devlahovic
Catedra de Odontopediatria

Valparaiso — Chile
2010



DEDICATORIAS
Quisiera dedicar este trabajo a mi familia, especialmente a mis papas, René y Janet; y
hermanos René, Laura y Valentina, que han sido mi fortaleza durante todos estos afios de
estudio, que me han entregado su amor y apoyo incondicional para alcanzar mis metas y sin
quienes definitivamente no lo habria logrado. El esfuerzo de ustedes se ha convertido en su
triunfo y el mio. Los amo con todo mi corazon.
A Pablo, por su comprension y ayuda en este trabajo, por este tiempo juntos y por
hacerme tan feliz.
A mi abuelo Pedro, mi Papito Pelluco, por su preocupacion hasta el ultimo minuto y
quien me impulsé siempre a salir adelante. Te extrafio y espero que donde estés te sientas
orgulloso de mi.
A mis compafieros tesistas, Seba y Jo, por su paciencia, alegria y animo de tantos afios
y en este trabajo que compartimos y que finalmente ha llegado a feliz término. A mis demas
amigos, también les agradezco su apoyo, los quiero mucho.
A Dios, por iluminar el camino que me ha llevado hasta este momento y por poner en él
a las personas con las que lo he recorrido.
A todos ellos, muchisimas gracias...

Katherine Urrea V.

A mi mama, por su apoyo incondicional durante todo este largo proceso, por ser mi paciente
estrella, y por darme siempre la fuerza para seguir adelante.
A mis hermanos Nicolas y Andrés, por su desinteresado amor y por hacerme siempre feliz. A
primo Pablo Andrés, por ser un hermano mas y estar conmigo en todas!!.

A mis hermosos abuelitos, Juanita y Waldo, por no fallar nunca conmigo y estar en cada etapa
de mi vida dandome un apoyo unico e incondicional, por sus consejos y porque siempre
supieron escucharme y aconsejarme de la mejor manera.

A mi pololo Andrés, por creer siempre en mi, por su amor, paciencia y comprension.

A mis amigos y compafieros de trabajo, que siempre tuvieron una palabra de aliento en los
momentos de cansancio y una sonrisa para compartir en la alegria.

A mis amigos y compafieros de tesis, Katty y Seboh, por su comprension,
su compafierismo e incondicional ayuda, por haber estado en las buenas y en las malas, les

Maria José Olivares Gdmez

A mi papa y mi mama, por darme todo su apoyo y haber sacrificado tanto para poder llegar a
esta instancia. Los quiero mucho.

A mis amigos, los de siempre, que han estado conmigo en todo momento y circunstancia.
Y a Jo y Katty, mis compafieras de tesis, sin quienes esto no podria haber llegado a tan buen
puerto. Han sido 6 largos afios juntos, y he aprendido a conocerlas y quererlas. Un beso para

ambas.

Sebastian Rebolledo F.



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo de investigacion no habria sido posible sin la colaboracién de las siguientes
personas:

Dra. Alexandra Guerrero D., Docente Guia de nuestra tesis y Docente de la
Catedra de Odontopediatria de la Universidad de Valparaiso, por la confianza
depositada en nosotros y por su apoyo durante la realizacion de esta
investigacion.

Dra. Rosa Moya Calderon, Directora Pregrado Escuela de Odontologia de la
Universidad de Valparaiso, por demostrar interés en nuestra investigacion,
colaborando en todo aspecto para que ésta se llevara a cabo.

Dr. Jorge Torres, Docente de la Catedra de Microbiologia de la Universidad de
Valparaiso, por su orientacion y direccidon en la realizacién de la etapa de toma
de muestra, siembra y cultivo bacteriano de nuestra investigacion.

Dra. Nora Silva Steffens, Directora (S) de la Escuela de Odontologia Pregrado de
la Universidad de Chile, por su orientacion en la adquisicion de medios de cultivo
bacteriano.

Sra. Leila Gémez Carranza, Tecndlogo Médico, encargada de Laboratorio
Clinico Bucomaxilofacial de la Universidad de Chile, por la confeccién de medios
de cultivo TYCSB, utilizados en nuestra investigacion.

Sra. Cecilia Carvajal S., Jefa del Laboratorio de Asistencia Técnica de la Escuela
de de Alimentos, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Chile (PUCV),
por facilitarnos las instalaciones e implementos necesarios para la realizacion de
los medios de cultivo.

Sra. Olaya Leiva C., Tecndélogo Médico, encargada del Laboratorio de Asistencia
Técnica de la Escuela de Alimentos, PUCV, por su direccion, orientacion y
asistencia en la realizacion de medios de cultivo necesarios para nuestra
investigacion.

Al personal del Laboratorio de Asistencia Técnica de la de la Escuela de
Alimentos, PUCV, por su amabilidad y disposicién durante nuestras visitas al
lugar.

Sra. Dini Vergara R., Encargada de Adquisiciones y Almacén de la Escuela de
Odontologia de la Universidad de Valparaiso, por su cooperacion y celeridad en
la adquisicién de insumos.

Al Servicio de Esterilizacion de la Facultad de Odontologia, especialmente a
Rodolfo, por la esterilizacién de los materiales utilizados y cultivo bacteriano en
las estufas.

Al personal de Biblioteca, Marcos y Elena, por su voluntad para solucionar
nuestros problemas.

A todos los auxiliares de nuestra Escuela que nos ayudaron siempre con gran
disposicion y carifio.



. INTRODUCCION

II. MARCO TEORICO

1.

2.

Caries dental
5
1.1 Estado actual de la caries
1.2 Triada de Keyes
1.3 Biofilm
1.3.1 Cariogenicidad del Biofilm
1.4 Microorganismos como agente etiologico principal de la caries
1.4.1 Streptococcus mutans
1.4.2 Lactobacillus spp.

Actividad cariogénica
Higiene bucal

3.1 Cepillos dentales
3.1.1 Contaminacién microbiana de cepillos dentales

. Identificacion y cuantificaciéon de Microorganismos

4.1 Identificacion y cuantificacion de Str. mutans
4.2 Identificaciéon y cuantificacion de Lactobacillus spp.

OBJETIVOS

1. Objetivo general
2. Objetivos especificos

IV. MATERIALES Y METODOS

©NOORAWDN =

Tipo de estudio

Area de estudio

Universo

Muestra

Unidad de estudio

Variables

Criterios de exclusion
Metodologia de trabajo

8.1 Examen clinico e instrucciones

15

15
16
18

20
20
21

22
23
23

24
25
25
25
25
25
25
28
29
29



8.2Elaboracion de medio de cultivo Agar SL Rogosa (Biomark®)
8.3 Elaboracién de medio de cultivo TYCSB
8.4 Método de toma de muestra del cepillo de uso
8.5Dilucién, siembra e incubacién
8.6 Calibracion
8.7 Petitorios
9. Analisis de datos

V. RESULTADOS

VIl. DISCUCIONES

VIl. CONCLUSIONES

VIIl. SUGERENCIAS

IX. RESUMEN

X. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Xl. ANEXOS

30
33
34
35
38
38
39
40
45
49
51
53
56

63



. INTRODUCCION



La aparicion y desarrollo de la caries esta gobernada por complejos mecanismos
iniciados por multiples factores, entre los que se incluyen un hospedero susceptible,
microorganismos cariogénicos, una dieta rica en carbohidratos fermentables y el tiempo
en que interactuan estos factores, generando un desequilibrio entre los procesos de
desmineralizacion y remineralizacion en la estructura dentaria.

La caries es una enfermedad infecciosa polimicrobiana, donde cada especie
bacteriana puede contribuir colectivamente a la cariogenicidad total del biofilm dental vy,
consecutivamente, en el desarrollo de lesiones cariosas, como lo sefiala la “Hipotesis
de placa especifica”. Actualmente es aceptada la “Hipétesis ecoldgica de placa” como
teoria explicativa del proceso de caries dental, la cual propone que la des y
remineralizacion son el resultado de un desbalance en la microbiota residente
provocado por un cambio en el entorno local.

Dentro del factor microbiano, segun Brown, la presencia de bacterias es
fundamental para el inicio y progresion de las lesiones, es decir, sin bacterias no hay
caries. Las bacterias presentes en la cavidad oral se encuentran unidas entre si por una
matriz de proteinas y carbohidratos, que ademas actuara como fuente nutritiva para
ellas. Estas se depositan sobre la pelicula formada por las proteinas propias de la
saliva, o pelicula adquirida, conformando el biofilm dental, el cual puede tener un
caracter acido o basico segun sea el tipo de bacterias que predominan en ella. Entre los
métodos que se utilizan actualmente para determinar el riesgo y actividad cariogénica,
se realiza el recuento en saliva de microorganismos identificados como agentes
etiologicos, entre ellos encontramos aquellos del grupo Streptococcus mutans
y Lactobacillus spp.

El Streptococcus mutans es reconocido como el principal agente etiologico de la
caries, su colonizacion en la microbiota bucal se inicia con la erupcion dentaria y se
mantiene mientras existan dientes en boca. Esta bacteria es encontrada principalmente
en las etapas iniciales de la caries y en la progresiéon de la misma, ya que presenta la
propiedad patogénica de adherirse a la superficie dental y generar acidos que causan la
desmineralizacién de los tejidos duros del diente.

Por otra parte, el Lactobacillus spp. ha sido asociado histéricamente al desarrollo
de la caries, debido a su capacidad para producir acidos organicos a partir de los
carbohidratos consumidos en la dieta, disminuyendo el pH local, lo que predispone al
individuo al ataque bacteriano.

Resultados de estudios epidemioldgicos y clinicos sugieren que la distribucion de
la caries dental en la poblacién no es uniforme. De esto se desprende la inconveniencia
de que los programas preventivos y de atencion sean globalizados e indiscriminados,
ya que se dedicara tiempo y recursos en la proteccidon de pacientes que no lo necesitan,
mientras que aquellos que requieren atencion prioritaria, viendose mas beneficiados de
ello, no lo hacen. Por esto, es de suma importancia comprender la influencia que ejerce
la presencia de una u otra especie bacteriana especifica en los distintos niveles de
actividad cariogénica, sea ésta alta, moderada o baja.



Para la remocién y desorganizacion del biofilm dental, uno de los elementos
ampliamente utilizados es el cepillo dental, el cual se encuentra constantemente
expuesto a la contaminacion, ya sea por microorganismos propios de la cavidad bucal
durante el cepillado, o bien, por aquellos presentes en el ambiente donde se mantiene
tras su uso. Existe evidencia de transmisién bacteriana entre individuos y translocacién
de estas desde tejidos infectados a tejidos sanos.

Este trabajo de investigacion pretende relacionar actividad cariogénica y cantidad
de colonias de Streptococcus mutans y Lactobacillus spp. presentes en cepillos
dentales de pacientes pediatricos. Ademas nos permitira evaluar la necesidad de crear
estrategias y recomendaciones respecto a los parametros de uso, mantencion y
recambio de estos, de acuerdo a los distintos rangos de actividad cariogénica, con el fin
de lograr una disminucién de los niveles de infeccion bucal en cada aspecto que nos
sea posible.
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1. Caries dental

1.1 Estado actual de la caries

La caries dental es una enfermedad de alta prevalencia (Palomer, 2006). Segun
el informe mundial sobre salud bucodental, la OMS (WHO) ha declarado que se estima
que cinco mil millones de personas en el planeta han sufrido caries dental. Si no se
atiende oportunamente, afecta la salud general y la calidad de vida de los individuos de
todas las edades (WHO, 2003).

Es una de las enfermedades mas prevalentes en la poblacién mundial y en Chile
afecta al 85% de los niflos en edad escolar (Palomer, 2006). El dafo producido por
caries dental en nifios chilenos de entre 6 y 8 afos es de 0.93 dientes permanentes
afectados (COPD) y 4.19 dientes temporales afectados (ceod) (Ministerio De Salud -
Chile, 2005). En la V regién, donde fue realizado el estudio, el indice COPD y ceod
alcanza los valores de 0.42 y 2.24, respectivamente (Ministerio De Salud - Chile, 2005)
(Anexo 11.1; Anexo 11.2).

De acuerdo a la definicion entregada por el MINSAL:

“La caries dental es una enfermedad infecto-contagiosa que afecta el tejido
calcificado del diente y se caracteriza por desmineralizacion progresiva de la parte
inorganica y destruccion de la porcion organica del diente. La lesidon cariosa es una
manifestacion del estado del proceso en un punto del tiempo. La progresion de la
caries ocurre cuando se produce el desbalance entre la desmineralizacion y la
remineralizacion, con la consiguiente pérdida de minerales” (Ministerio De Salud -
Chile, 2005).

A través de la historia, diversas teorias han tratado de explicar la etiologia de la
caries. En un inicio se establecio la “Hipotesis de placa especifica”, donde solo algunos
de los organismos existentes en la placa dental estarian activamente involucrados en la
enfermedad. Luego, aparecié la “Hipotesis de placa no especifica” que consideraba que
el proceso cariogénico es causado por la actividad total de toda la placa bacteriana.

Finalmente, es aceptada en la actualidad la “Hipotesis ecoldgica de placa”, la cual
propone que los organismos asociados con la enfermedad pueden estar presentes en
los sitios de actividad. Los fendmenos de des y remineralizacion seran el resultado de
un cambio en el balance de esta microbiota residente conducido por un cambio en el
entorno local. El consumo frecuente de azucares o la disminucion del “clearance” de
azucares (si la secrecion de saliva es baja), favorece el crecimiento de especies
acidogénicas, acidofilas y aciduricas, lo que predispone un sitio para caries, infiriéndose
que la limpieza mecanica y restricciones en el consumo de carbohidratos son
importantes en el control del avance de la caries, ademas de la aplicacion de fluor para
favorecer la remineralizacion de la estructura dental dafiada.



La caries es producida por la colonizacién de bacterias especificas, un huésped
cuya resistencia no es optima y un ambiente adecuado, como es la cavidad bucal. La
conjuncién de estos factores favorece la acidificacion local del medio, producidos por
los depdsitos microbianos adheridos a los dientes en presencia de los carbohidratos
fermentables provenientes de la dieta (Keyes y Jordan, 1963; Liébana, 2002;
Henostroza, 2007), seguida de la destruccion progresiva del material mineralizado y
proteico del diente. A menos que este proceso sea detenido con una terapia especifica,
puede llevar a la pérdida total de la corona dentaria (Palomer, 2006).

Durante el desarrollo del proceso infeccioso se pueden distinguir 2 fases: una
subclinica y otra clinica.

1) Subclinica:

- Contagio con Streptococcus mutans.

- Pérdida de minerales a nivel molecular.
2) Clinica:

- Lesién visible clinicamente.

- Formacién de cavidad.

- Destruccién coronaria.

- Diseminacion de la infeccion.

Al administrar azucares sobre el biofilm especifico, el pH de la cavidad bucal
disminuye rapidamente, desde 7 hasta incluso bajo 5,5, restableciéndose a los 20
minutos (Liébana, 2002). Esta disminucion del pH se debe a la produccién de acido
lactico, generado principalmente por la actividad fermentadora del Streptococcus
mutans. Estos acidos alcanzan Ila superficie dentaria, produciendo una
desmineralizacion en el esmalte, lo cual se aprecia clinicamente como una mancha
blanca en el diente, siendo ésta la primera senal del proceso. Las superficies dentarias
en las que se observa este fendmeno son las superficies libres vestibular y lingual, en
las caras proximales por debajo del punto de contacto, y en las paredes que limitan las
fosas y las fisuras. Clinicamente la desmineralizacion se ve como un esmalte opaco sin
traslucidez tras secar la superficie.

En esta etapa, el esmalte dafnado presenta 4 capas:
1.- Zona superficial de esmalte.

2.- Cuerpo de la lesion.

3.- Zona oscura.

4.- Zona translucida.



Estas zonas poseen diferentes porosidades, siendo la mas permeable el cuerpo
de la lesion, con gran pérdida de mineral, lo que llevara consecuentemente a la pérdida
de estructura (cavitacion) (Brown et al., 1991).

La mancha blanca presenta etapas de desmineralizacion seguidas de etapas de
remineralizaciéon; cuando el proceso de remineralizacion es mayor que el de
desmineralizacion la caries es reversible. El diente serd mas resistente a esta
desmineralizacion si posee en su estructura fluoruros, los cuales pueden ser
incorporados a su porcion organica, favoreciendo su remineralizacion, tanto en la
odontogénesis como después de la erupcion, siendo mas importante ésta ultima (Brown
et al., 1991).

También es posible que los acidos producidos en la placa bacteriana penetren a
través de los cristales de la capa superficial, que aun no se ve afectada, a causa de su
alto grado de mineralizacion, y difunden por el limite amelo-dentinario debido a la
permeabilidad del esmalte, hacia la dentina o apatita subsuperficial descalcificandola.
Sus constituyentes se difunden hacia la interfaz o placa dental-diente en forma de
fosfato de calcio y oxidrilos. Estas sustancias permitirian mantener la viabilidad de los
microorganismos cuando la capacidad buffer de la saliva ya no pudiera beneficiarlos por
la incapacidad de ésta para penetrar en esa biopelicula. Esta capa se conoce como
cuerpo de la lesion, donde la pérdida mineral es mas importante (aproximadamente
25%) (Brown et al., 1991).

En la periferia del cuerpo de la lesion es posible observar una zona oscura de
remineralizacion.

La zona de avance de la lesién se encuentra por fuera de la zona oscura con una
pérdida de mineral del 1 al 5%. Si no se prevé un cambio en el medio bucal (higiene,
dieta, fluor) que favorezca la remineralizacion, la dentina se vera mas o menos
afectada. Cuando la superficie del esmalte se fractura, se produce la penetracién de
microorganismos, sobretodo Streptococcus mutans aciddégenos, los cuales se alojan en
los tubulos dentinarios alternando procesos de desmineralizacion y proteoliticos,
afectando la porcién inorganica y organica respectivamente. Toda esta capa es la zona
descalcificada e infectada (penetracion bacteriana) (Brown et al., 1991).

A continuacion se encuentra la zona descalcificada pero no infectada; la dentina
esclerdtica, la dentina normal y finalmente la dentina reparativa (Brown et al, 1991). La
difusion de sustancias acidas y toxinas produciendo respuesta a nivel de tejido
odontoblastico, el cual comienza a calcificar los tubulos dentinarios, liberandose calcio,
reteniendo asi los acidos y obliterando los tubulos, originando una capa de dentina
irritativa o reparativa. Su formacion es producto de alguna alteracion o estimulo intenso
de los odontoblastos. Frente a este dafio la pulpa reacciona produciendo dentina en
forma rapida frente a la zona comprometida; los odontoblastos generan una capa de
dentina hacia la pulpa que aumenta el espesor de la dentina, para contrarrestar el
proceso de irritacion; esa dentina se caracteriza por poseer odontoblastos mas bajos y
los tubulos dentinarios son de trayectoria irregular, con una cantidad de tubulos



dentinarios menor. Si la intensidad del estimulo sobre la dentina es de poca magnitud,
el desorden puede ser menor (cambio de direccibn menor) incluso sin muerte de
odontoblastos, y ademas de la dentina reaccional, los odontoblastos se van retrayendo
y van mineralizando el tubulo dentinario, formando una dentina muy endurecida o
dentina esclerdtica (Barrancos, 2006).

La difusién de material organico a través de los grandes poros caracteristicos de
la mancha blanca puede producir un cambio de color y, en este caso, la lesion se
denomina mancha marron.

La etapa mas avanzada del proceso de caries es observada como una cavidad
profunda, con dentina expuesta, que puede extenderse hasta la pulpa.

1.2 Triada de Keyes

El desarrollo de la caries dental involucra una triada de factores indispensables:
bacterias (biofilm dental), carbohidratos (dieta), y dientes susceptibles (hospedero).
Esta triada es conocida como “Triada de Keyes” (Keyes y Jordan, 1963; Borgstrom et
al., 1997; Henostroza, 2007). El proceso esencial involucra la desmineralizacion del
esmalte dentario, y comunmente también de las superficies radiculares, por una alta
concentracién de acidos organicos producidos por bacterias en el biofilm dental al
degradar los carbohidratos de la dieta. Se sabe que la microbiota del biofilm consiste en
una variedad de organismos acidogénicos y no acidogénicos, y que difieren en su
composicion en distintos sitios de la denticion (van Houte, 1994; Svensater et al., 2003).
El desarrollo de la investigacion sobre caries dental durante los ultimos 30 afios ha
establecido la relacion dinamica entre los factores de la triada citados anteriormente.
Esto significa que la microbiota del biofilm debe ser considerada como un solo
componente de un sistema integrado, el que incluye a la saliva en adicion a la triada de
Keyes. La naturaleza de este sistema es ejemplificada por el profundo efecto de la dieta
en la composicion (Levy et al., 2003) y actividades de la placa y, por lo tanto, en la
actividad cariogénica. (van Houte, 1994; Poeta et al., 2009; Badet et al., 2008).

1.3 Biofilm

El término biofilm, define una comunidad bacteriana metabdlicamente integrada,
que se adosa a una superficie, viva o inerte, blanda o dura, normalmente en una
interfaz liquido-solido. Dicha comunidad se encuentra espacialmente organizada como
una estructura tridimensional, formada por una matriz adherente, en una cuantia que
puede exceder la masa bacteriana por un factor de 100 a 1 6 aun mas (Henostroza,
2007).

El biofilm de la cavidad bucal, puede definirse como un ecosistema compuesto
por estructuras microbianas agrupadas densamente, glucoproteinas salivales
insolubles, productos microbianos extracelulares y en menor proporcidn detritus
alimentario, firmemente adheridos a la superficie dentaria. Este biofilm muestra una



organizacion muy compleja, cuyos microorganismos son capaces de comunicarse entre
si (Henostroza, 2007), que se mantiene relativamente estable en el tiempo a pesar de
los cambios periodicos del medio ambiente. La poblacién bacteriana de la placa, o
cualquier ecosistema estacionario en la boca, es considerada parasita, lo que significa
que requieren de un hospedero para su supervivencia. Cuando el equilibrio es
comprometido y un desequilibrante aparece entre las bacterias nativas, ocurren
patologias como la caries dental o periodonciopatias (Hamada y Slade, 1980; Escobar,
2004; Badet et al., 2008; Poeta et al., 2009). El metabolismo bacteriano en el biofilm
dental, como en todo biofilm, produce gradientes localizadas de pH, oxigeno y
nutrientes, asi como también acumulacién de productos metabdlicos, los que en
conjunto afectan el sistema. De esa manera, el medio ambiente es modificado
formandose microambientes donde coexisten especies que de otro modo serian
incompatibles (Henostroza, 2007).

La formacion del biofilm dental es el resultado de una serie de complejos
procesos, que tienen lugar en la cavidad bucal del hospedero, los mismos que
involucran una variedad de componentes bacterianos. Tales procesos se pueden
sintetizar en (Henostroza, 2007; Garcia-Godoy y Hicks, 2008; Wolff y Larson, 2009):

a. Formacién de pelicula adquirida: depdsito de proteinas provenientes de la saliva
y del fluido crevicular, que se establece sobre la superficie del diente debido a un
fendmeno de adsorcion. La pelicula varia entre 0,1 um y 3 um y presenta un alto
contenido de grupos carboxilo y sulfatos, lo que incrementa la carga negativa del
esmalte.

b. Colonizacion por microorganismos especificos, se produce en varias etapas:

1. Depdsito: aproximacion inicial de las bacterias a la superficie de la pelicula.

2. Adhesion: fase irreversible. Participan componentes de la bacteria (adhesinas,
puentes de calcio y magnesio) y del hospedero (ligandos, polisacaridos
extracelulares), que unen los microorganismos a la pelicula salival. Estas dos
primeras fases ocurren durante las primeras cuatro horas.

3. Crecimiento y reproduccion: permite conformar una capa confluente y madura
llamada biofilm dental. Esta fase demanda de 4 a 24 horas.

El biofilm, en relacién a la caries dental, funciona de varias maneras. Es un sitio
de proliferacion y crecimiento bacteriano, una locacion de regulacion acido/base en la
superficie dentaria, y un reservorio para el intercambio de i6n calcio entre el diente y la
saliva (Wolff y Larson, 2009).

1.3.1 Cariogenicidad del Biofilm

El grado de cariogenicidad del biofilm es dependiente de una serie de factores
(Seif, 1997):



1. La localizacion de la masa de microorganismos en zonas especificas del diente
como son las superficies lisas, fosas y fisuras y superficies radiculares.

2. El gran numero de microorganismos concentrados en areas no accesibles a
higiene o autolimpieza.

3. La produccion de una gran variedad de acidos (lactico, acético, propionico, etc.),
capaces de disolver las sales calcicas del diente.

4. La naturaleza gelatinosa de la placa favorece la retenciéon de compuestos
formadores de ella y la difusion de elementos neutralizantes hacia su interior.

Dos caracteristicas son realmente distintivas como propiedades de las bacterias
cariogénicas y ellas son (Seif, 1997):

e La capacidad de transportar rapidamente los azucares cuando compiten con
otras bacterias del biofim.

o Convertir esos azucares rapidamente en acidos, aun bajo condiciones
ambientales extremas, como niveles bajos de pH.

Esta combinacién de propiedades confiere una ventaja selectiva sobre otras
bacterias del biofilm dental. Las bacterias cariogénicas son encontradas naturalmente
en este biofilm. Pero a pH neutro, estos microorganismos, producto de la competencia
microbiana, representan solo una pequefa proporcion del total de la comunidad del
biofilm dental. Sin embargo, si la frecuencia de carbohidratos fermentables de la dieta
se incrementa, entonces el biofilm permanece mayor tiempo a niveles bajos de pH,
debido a la alta produccion de acidos por parte de los microorganismos (Seif, 1997).

1.4 Microorganismos como agente etiolégico principal de la caries

El reconocimiento del acido como el agente etiolégico principal en la caries
dental, inicié una busqueda por el microorganismo causal de entre la variada microbiota
bucal (Klinke et al., 2009). Un criterio crucial para determinar la cariogenicidad es la
cantidad de acido secretado por unidad de tiempo, por lo que muchos autores han
estudiado cambios de pH de microorganismos bucales durante su crecimiento. (Klinke
et al., 2009)

Dentro de las propiedades patogénicas de los microorganismos cariogénicos,
tenemos (Kidd, 2005):

- Transportar azucar y convertirla en acido (acidogénico).

- Producir polisacaridos extra e intracelulares, los cuales contribuyen a la matriz
del biofilm; los polisacaridos intracelulares pueden ser usados para produccion
de energia y ser convertidos en acidos cuando no hay disponible carbohidratos.

- Prosperar en pH bajo (aciduricos).

Asi, el pH de la placa disminuye, por lo que un factor vital sera la capacidad de
los microorganismos de sobrevivir en ambientes acidos. Los primeros organismos que
fueron implicados como agentes cariogénicos especificos fueron los lactobacilos debido
a la produccién de acido y supervivencia de éste (van Houte, 1994; Tanzer et al., 2001;



Badet et al., 2008). Su desaparicion como principal agente etioldgico, fue seguida por
un periodo dominado por el concepto de etiologia bacteriana no especifica,
considerando que durante en la década del ‘60 el concepto de etiologia bacteriana
especifica fue revivida con el re-descubrimiento del Streptococcus mutans (van Houte,
1994). Ademas de los Streptococcus y lactobacilos, el concepto de que otros
microorganismos juegan un rol en la desmineralizacion del esmalte y dentina esta
apoyado por investigaciones recientes en el desarrollo y avance de la caries en la
superficie radicular (Svensater et al., 2003). Asi, el conocimiento acumulado indica que
la diversidad entre las bacterias tolerantes al acido en el biofilm es mas grande de lo
que se penso originalmente. Mas aun, el numero y tipos de estas bacterias varian
significativamente entre sitios enfermos y libres de caries, y entre los distintos tipos de
lesion, por ejemplo, esmalte y raiz, incipiente y avanzada (Svensater et al., 2003).

Al determinar la presencia de ciertas especies en cada etapa de avance de la
lesion, se ha podido evidenciar que algunas especies bacterianas predominan solo en
las etapas iniciales, y otras predominan exclusivamente en las etapas avanzadas. Este
hecho demuestra una sucesion microbiana a lo largo del progreso o avance de la
lesion, que puede estar mediado por la dieta y otros factores, tales como un hospedero
susceptible y tiempo de evolucion (Loesche y Syed, 1973; citado en Nishikawara et al,
2006). Cada lesion de caries representa un ecosistema unico, donde las especies
microbianas presentes conforman una biopelicula, y en el que ocurren interrelaciones
de sinergismo y antagonismo que determinan la presencia y el crecimiento de
microorganismos oportunistas mas patégenos y la inhibicion de microorganismos
residentes menos patogenos (Kidd, 2005).

Borgstrom y colaboradores, reportaron que el método mas comun usado para
identificar pacientes susceptibles a caries es estimando el numero de bacterias
cariogénicas, como Lactobacilos y Streptococcus mutans en saliva o muestras de placa
tomadas del paciente. De todas maneras, la relevancia del conteo bacteriano para
explicar y predecir el riesgo del paciente de desarrollar caries no ha sido suficiente. La
recomendacion de Borgstrom y colegas fue evaluar un factor de patogenicidad, como
acidogenicidad de estas bacterias, en el intento de identificar una persona susceptible a
caries (Borgstrom et al., 1997; Nishimura et al., 2008).

Los Streptococcus son uno de los grupos microbianos dominantes en la
microbiota del biofilm supragingival y, de esta manera, su habilidad de adquirir
tolerancia al acido deberia ser de gran importancia para su contribucion en el inicio y
avance de la caries.

1.4.1 Streptococcus mutans

El Streptococcus mutans es considerado el mayor agente etiologico en el
desarrollo de la caries dental en humanos (Li y Caufield, 1995; Koga-Ito et al., 2003).



Es la especie mas frecuente del grupo. Son fundamentalmente anaerobios
facultativos, a y y hemoliticos, catalasa negativos. Su metabolismo es fermentativo con
rapida produccién de acido lactico, proceso que lleva a un descenso en el pH del
medio, originalmente de 7 hasta 4,2 (Hamada y Slade, 1980; Garcia-Godoy y Hicks,
2008), lo cual es su principal caracteristica (Liébana, 2002). Se aisla en el 70-90% de la
poblacion no desdentada y pacientes portadores de la bacteria (resistente a la caries).

Presenta la propiedad patogénica de adherirse a la superficie dental y generar
acidos que causan la desmineralizacion de los tejidos duros del diente. La adhesion de
Str. mutans al esmalte dental ocurre por medio de la produccion de polimeros
extracelulares solubles e insolubles, sintetizados a partir de carbohidratos, los cuales en
su conjunto se conoce como biofilm. Estos productos bacterianos impiden la actividad
de fagocitos, anticuerpos, enzimas, biodetergentes y antibidticos sobre el
microorganismo productor, jugando un particular rol en la proteccion del agente
etiologico (Donlan y Costerton, 2002).

Debido a que la presencia de dientes u otras superficies no descamables es un
prerrequisito para establecer la colonizacién del Streptococcus mutans, los infantes
adquieren esta bacteria después de la erupcion dentaria (Liébana, 2002; Li y Caufield,
1995; Filho et al., 2000). La pregunta de cémo y de quién los nifilos adquieren esta
bacteria no ha sido definitivamente respondida, debido a que la mayoria de los estudios
gue muestran homologias entre las cepas son transversales, y por lo tanto, comparan el
aislamiento después de su adquisicién original. Investigaciones previas sugieren que
los nifios adquieren el Streptococcus mutans de sus madres después de la erupcion
dentaria (Hamada y Slade, 1980; Li y Caufield, 1995; Garcia-Godoy y Hicks, 2008).
Esta hipdtesis parece razonable, ya que las madres usualmente mantienen contacto
intimo y frecuente con sus hijos en los primeros dos afnos de vida, cuando el Str.
mutans es inicialmente transferido (Li y Caufield, 1995).

Por su especial capacidad de colonizar superficies duras, es aislado en la
cavidad bucal, sobre todo a partir de placas supragingivales, radiculares y saliva. Los
estudios epidemioldgicos han demostrado una correlacion significativa entre los niveles
de estas bacterias en la placa y la saliva con la prevalencia e incidencia de caries
(Hamada y Slade, 1980; Babaahmady et al., 1998; Liébana, 2002). Se han aislado en
distintas superficies dentarias antes de la aparicion de las lesiones y estan implicadas
en el inicio de las mismas, por lo que su elevado recuento en saliva es un indicador de
riesgo cariogénico.

El poder cariogénico de los Streptococcus del grupo mutans es, aunque con
algunas diferencias, muy similar en todas las especies y esta muy ligado a la sacarosa,
ya que tienen la capacidad de metabolizarla mucho mas rapidamente que cualquier otro
microorganismo de la cavidad bucal. El Str. mutans emplea parte de la sacarosa como
fuente de energia para su desarrollo. Para ello posee enzimas invertasas que originan
fructosa y glucosa. Ambos azucares entran a la via glucolitica para producir
fundamentalmente acido lactico, pues esta bacteria es practicamente homolactica,
aunque también produce pequefias cantidades de formato, acetato y etanol (Liébana,



2002). Por lo tanto, este germen actua en gran parte por las enzimas que elabora,
siendo las glucosiltransferasas las mas importantes y con las cuales pueden sintetizar
gran cantidad de polisacaridos extracelulares a partir de sacarosa.

PROPIEDADES PATOGENAS S. MUTANS

Poder acidégeno, aciddfilo y acidurico

Sintesis de polisacaridos extracelulares (glucanos y fructanos)

Sintesis de polisacaridos intracelulares

Adhesion a superficies duras en ausencia de glucanos

Capacidad agregativa y coagregativa

Produccion de bacteriocinas con actividad sobre otros microorganismos

Tabla I: Resumen propiedades patogenas de Str. mutans (Seif., 1997).

El Streptococcus mutans fue aislado por primera vez desde una lesion cariosa en
1924 por J.K. Clarke (Hamada y Slade, 1980). Un gran aumento en el conteo de Str.
mutans en lesiones de manchas blancas fue descrito por Duchi y van Houte en 1978
(Duchi y van Houte, 1978; citado en Babaahmady et al., 1998). Ellos encontraron
diferencias de 100 veces en la concentracion de Str. mutans en muestras tomadas de
una unica lesion de mancha blanca comparada con aquella de esmalte adyacente sano
(Babaahmady et al., 1998).

Por otra parte, Becker y colaboradores, en 2002, a través de técnicas
moleculares de identificacion bacteriana, sefalaron la presencia de Str. mutans en
todas las lesiones de caries profundas examinadas, indicando una fuerte asociacién de
esta especie con lesiones avanzadas de caries. Este hallazgo contrasta con estudios
anteriores donde se emplearon medios de cultivo, como los realizados por Loesche y
Syed, en 1973, y por Hoshino y colaboradores, en 1984, quienes reportaron que el Str.
mutans solo constituye una pequena parte de la flora cultivable en areas profundas de
dentina cariada (Figueroa-Gordon et al., 2009).

A pesar de la evidencia que soporta la fuerte asociacion de S.mutans con caries
inicial y caries avanzada, Loesche y Straffon, en 1979, sefialaron que la caries dental
puede ocurrir en ausencia de Streptococcus mutans; asimismo, Kleinberg, en 2002,
observo que individuos con altos contajes de S.mutans no necesariamente desarrollan
lesiones de caries (Figueroa-Gordon et al., 2009).

1.4.2 Lactobacillus spp.
Bacilo anaerdbico facultativo Gram positivo. Se encuentran formando parte de la

flora microbiana de la cavidad oral, donde histéricamente ha sido asociado al desarrollo
de la caries. Se aisla preferentemente en la saliva, dorso de lengua y biofilm



supragingival y radicular; su concentracion variara segun el estado de salud oral,
incrementandose con la caries (Liébana, 2002).

Los Lactobacillus aparecen durante los primeros afos de vida. Son grandes
productores de acido lactico a partir de la degradacion de carbohidratos y se
encuentran entra las bacterias mas aciddfilas que se conocen. Son capaces de producir
acidos en un pH bajo (aciduricos), iniciando su crecimiento a pH 5. No obstante ésta es
una caracteristica cariogénica, tienen poca afinidad por las superficies dentarias, y en
consecuencia, no se los relaciona con en el comienzo de la caries de esmalte. Sin
embargo, son los primeros implicados en la progresion y avance de la caries de dentina
(Van Houte, 1994; Barrancos, 2006; Badet et al., 2008; Klinke et al., 2009).

Actuan como invasores secundarios, aprovechando las condiciones acidas (pH
<5,4) y la retentividad existente en la lesion cariosa o superficies de dificil acceso como
fosas y fisuras para su colonizacion (Loesche y Syed, 1973; citado en Nishikawara et al,
2006). Dependen de la accién previa de los Streptococcus del grupo mutans, utilizando
la matriz adherente formada por ellos (Barrancos, 2006). Ademas, los Lactobacillus
colonizan preferentemente el dorso de la lengua y son transportados a la saliva debido
al desprendimiento epitelial de la lengua (van Houte et al., 1972; citado en: Nishikawara
et al., 2006).

Una fuerte correlacion se ha establecido entre el conteo de Lactobacillus y la
caries: mientras mayor sea el indice COPD, mayor es el numero de nifios que posee un
alto conteo de Lactobacillus (Badet et al., 2008). La deteccion de una alta concentracion
de ellos en la saliva (>100.000/ml) funcionaria como un excelente indicador del riesgo
de progresion de las caries iniciales existentes (Barrancos, 2006; Badet et al., 2008).

Altas concentraciones de estas bacterias reflejan severidad de caries y existencia
de una dieta cariogénica (alta en carbohidratos fermentables). Se sabe que la
restriccidon rigurosa del consumo de carbohidratos en general y la practica sistematica
de una correcta higiene bucal, después de cada comida, disminuye en forma
considerable la actividad cariogénica y el numero de Lactobacillus presentes en la
saliva (Barrancos, 2006).

PROPIEDADES PATOGENAS LACTOBACILLUS

Poder acidégeno, acidéfilo y acidurico

Escasa sintesis de polisacaridos extra e intracelulares a partir de la sacarosa

Escasa actividad proteolitica

Poca afinidad por superficie dental, colonizan en primera instancia las superficies mucosas
bucales

Tabla ll: Resumen propiedades patoégenas de Lactobacillus spp. (Seif et al., 1997).



2. Actividad cariogénica

Las variables asociadas a caries detectadas en estudios longitudinales, son
considerados factores de riesgo. Se trata de factores ambientales, conductuales o
biolégicos que pueden aumentar directamente si estan presentes, o disminuir, si son
removidos, la probabilidad de la ocurrencia de la enfermedad (Tagliaferro et al., 2008).

Estudios publicados recientemente han mostrado que la experiencia de caries en
denticion primaria, biofilm dental, presencia de defectos de esmalte, género, nivel
educacional de las madres, nivel socioeconémico, habitos de higiene bucal, historia de
fluoracion, fluorosis dental, acceso a servicios de salud bucal, consumo de azucares,
habitos dietéticos y lugar de residencia, estan asociados con caries en nifios y
adolescentes (Tagliaferro et al., 2008).

La prevalencia es la proporcion de una poblacién afectada por una enfermedad o
una condicion en tiempo especifico. Incidencia es la medicion de la tasa en la que una
enfermedad progresa. Antes de que la incidencia y prevalencia puedan ser registradas,
es requerida una medicion cuantitativa que reflejara precisamente la extensiéon de la
enfermedad en una poblacion (Kidd, 2005).

En el caso de la caries dental, las mediciones de prevalencia de enfermedad que
son usadas son (Kidd, 2005):
- El numero de dientes cariados (C)
- El niumero de dientes obturados (O)
- El numero de dientes que han sido extraidos por causa de lesiones de caries (P)

Esta medida es conocida como “indice COP” y es un indice aritmético de los
ataques de caries acumulados en una poblacion, descrito por Palmer y Klein en 1937 y
que ha sido ampliamente utilizado debido a que permite cuantificar los procesos
cariosos, tanto actuales como pasados, es decir, la historia de caries. EIl COP(D) es
usado para indicar dientes cariados, perdidos y obturados; el COP(S) indica superficies
cariadas, perdidas y obturadas en denticién permanente. Los indices equivalentes para
denticion temporal son ceo(d) y ceo(s), donde “e” indica diente extraido (para

diferenciarlo de la pérdida debido a exfoliacion natural) (Kidd, 2005).

3. Higiene Bucal

El manejo del biofilm cariogénico se ha llevado a cabo mediante tres estrategias
en la historia de la odontologia moderna:

1.- Eliminacion/reduccion de placa mediante cuidados en el hogar
2.- Reduccion o eliminacion de carbohidratos fermentables
3.- Introduccién de fluoruros para reducir la caries.



Se ha demostrado que la educacion en higiene bucal reduce el conteo
bacteriano, pero no reduce la carga bacteriana en cantidades clinicamente significativas
(Wolff y Larson, 2009).

Para la remocion del biofilm dental y los cuidados preventivos diarios se utilizan
distintos elementos como el cepillo dental, seda dental y colutorios. El uso de la seda
dental es un método efectivo para eliminar la biofilm de las superficies interdentales,
donde el cepillo no alcanza. Los colutorios son utiles para complementar el cepillado e
instrumentos interdentales, poseen compuestos quimicos antibacterianos o fluor para
prevenir la aparicion de caries (Kidd, 2005).

Los cepillos dentales tienen gran importancia en la prevencion de caries. El uso
del cepillo de dientes es claramente efectivo en la remocion de placa, entre los
instrumentos de higiene bucal, son el implemento ideal para impedir la organizacion
bacteriana mediante la remocion mecanica de la placa, asi como de residuos
alimenticios de las superficies lisas de los dientes (Kidd, 2005).

3.1 Cepillos dentales

Segun la Asociacién Dental Americana (ADA), el primer cepillo de dientes fue
creado en China en el siglo XV, por un emperador que fijé cerdas de jabali siberiano a
un mango de bambu o de hueso. Desde alli, fue llevado a Europa por mercaderes que
viajaban alrededor del mundo exportando productos novedosos. Sin embargo, los
europeos preferian aquellos de cerdas mas blandas fabricados con pelos de caballo, o
bien, mondarse los dientes tras la comida con una pluma de ave o mondadientes de
bronce o plata. En cualquier caso, los cepillos no se popularizaron en el mundo
occidental hasta el siglo XIX. En 1885, compafias manufactureras comienzan a
producir cepillos manuales a gran escala. En 1938, DuPont presenta los primeros
filamentos de nylon, material que se convirtié en simbolo del modernismo y prosperidad
a través de su comercializacion. Atras quedarian las cerdas naturales, traumaticas ya
que no poseian terminaciones romas y dificiles de secar, lo que facilitaba la
acumulacion de bacterias entre los filamentos.

Debido a la dureza del nylon en sus comienzos, fue necesario crear filamentos
de mayor suavidad, las que aparecieron en 1950. Desde entonces, los cepillos dentales
han sido objeto de muchos cambios y avances tecnoldgicos. En busca de resolver las
diferentes necesidades personales, en la actualidad existen numerosas formas,
tamanos y presentaciones de cepillos de dientes.

Basicamente, hay dos tipos de cepillos dentales en el mercado: manuales y
mecanicos o eléctricos. Ambos, pueden limpiar los dientes de forma efectiva y
meticulosa. Segun la ADA, estudios realizados al respecto demuestran que no existe
una diferencia significativa entre ellos en la remocion del biofilm.



Aunque cualquier individuo puede utilizarlo, el cepillo eléctrico esta indicado
preferentemente en personas con poca habilidad para la higiene, escasa motivacion,
discapacitados fisicos o psiquicos y adultos mayores, que posean dificultades motrices
para realizar un cepillado efectivo (Kidd, 2005).

Existe una variacion considerable en la destreza manual. No obstante, a la
mayoria de los individuos sanos se les puede ensehar a limpiar sus dientes
efectivamente mediante el uso de un cepillo convencional (Kidd, 2005).

En el caso de los bebés, incluso antes que aparezca el primer diente, se deben
limpiar las encias con una gasa humeda. En cuanto aparezca el primer diente, la
higiene debe ser realizada por un adulto utilizando un cepillo infantil y agua, sin
dentifrico. Luego, entre los 3 y 5 afos, la higiene se complementa con pasta fluorada en
concentraciones indicadas de acuerdo al riesgo cariogénico del paciente. Entre los 6y
8 afnos de edad aparecen los primeros dientes definitivos. Las manos de los nifios son
mas grandes y desarrollan mayor motricidad fina, por lo que podran realizar el cepillado
por si solos, pero aun es necesaria la supervision de un adulto hasta que sea dominada
la técnica utilizada (Kidd, 2005).

Los cepillos manuales o convencionales también ofrecen multiples alternativas
de disefno, variando ampliamente en forma y tamafo de la cabeza, el material, textura, y
la insercién de los filamentos como también en el tamafio y forma de los mangos.
Segun la ADA, los cepillos deben tener (Kidd, 2005):

- Un mango apropiado para la edad y destreza del usuario.

- Una cabeza apropiada para la boca del usuario; generalmente es recomendado
un cepillo con cabeza pequefia.

- Una insercion compacta de filamentos de nylon de suave/mediana dureza y
redondeadas.

- Un patron de orden de los filamentos que mejore la remocion de placa: hay
disponibles cepillos con filamentos ordenados en diferentes alturas y angulos, y
algunos estudios han mostrado que éstos son mas efectivos que los cepillos con
corte plano en la remocién de placa y reducciéon de gingivitis.

Lo que importa es que el cepillo elegido por el paciente debe ser efectivo para
ellos. Asi, el profesional debe sélo establecer un cambio si percibe un problema. Es
importante que el cepillo sea reemplazado regularmente, al menos cada 3 meses, o
antes si los filamentos pierden su rigidez. Un cepillo que muestre signos de desgaste no
puede limpiar efectivamente (Kidd, 2005).



3.1.1 Contaminaciéon microbiana de cepillos dentales

La cavidad bucal tiene una temperatura entre 35 y 36 °C y abundante humedad,
por lo que ofrece condiciones ideales para el crecimiento y desarrollo de
microorganismos. También es un factor importante la presencia de nutrientes
provenientes de la dieta y que seran utilizados como sustrato por las bacterias.
(Fuentes y Lopez, 2009)

Como se mencioné anteriormente, la flora microbiana de la cavidad bucal es
abundante y variable en los tipos que la forman (Fuentes y Lépez, 2009), existiendo un
sin numero de especies microbianas Gram positivas y Gram negativas, aerobias,
facultativas y anaerobias que hacen parte de la flora bucal normal (Rodriguez, 2009).
Algunas de estas especies patogénicas han sido implicadas como factores etiolégicos,
iniciadores y/o agravantes de la caries.

La transmision de estos patdgenos puede ser entre individuos, aunque también
se ha evidenciado la transmision a través de instrumentos dentales o elementos
utilizados en la higiene oral diaria. Existe evidencia de que aunque los cepillos dentales
tienen una gran importancia en la higiene bucal, también son una fuente importante en
el desarrollo de bacterias. (Rodriguez, 2009). Contreras y colaboradores han
evidenciado esta transmision de especies cariogénicas y periodontopaticas a través de
instrumentos dentales o por medio de elementos usados en la higiene bucal diaria
como son la seda dental, los enjuagues bucales y los cepillos de dientes (Contreras et
al.,, 2003; citado en: Fuentes y Loépez, 2009). Otros microorganismos pueden
transferirse de otras fuentes tales como del aerosol emanado del inodoro, dedos de la
persona, sitios humedos del cuarto de bafio y en general, del medio ambiente

Los cepillos dentales se contaminan con bacterias, sangre, saliva, desechos
bucales y pasta dental durante su uso; incluso después de ser enjuagados con agua y
lucir aparentemente limpios, pueden permanecer contaminados con gérmenes
potencialmente daninos (Fuentes y Lopez, 2009).

Los filamentos de los cepillos dentales son un medio idéneo para el desarrollo de
microorganismos que se localizan en el medio ambiente, albergando una amplia
variedad, que incluye bacterias, virus y hongos patdégenos asociados a enfermedades,
los que provienen del medio ambiente, de portadores o enfermos que pudieran
transmitirlos a través de su uso. Esto podria facilitar la translocacion en un mismo
individuo desde tejidos infectados a tejidos no infectados y/o la transmision entre
individuos (Rodriguez, 2009).

La retencidén y supervivencia de microorganismos cariogénicos en los cepillos
dentales representa una posible causa de recontaminacion de la boca. Al ser usados
regularmente se contaminan con organismos patdégenos, los cuales colonizan la
cavidad bucal. Mientras mas usado sea el cepillo dental, mayor es el numero de
microorganismos, y una reinfeccion de la cavidad bucal con microorganismos puede
causar enfermedades como gingivitis y estomatitis (Wetzel et al., 2005).



La retencién y recuperacion de bacterias de un cepillo dental depende del
nuamero de filamentos por penacho, como también del numero de penachos por si
mismos (Wetzel et al., 2005).

Numerosos estudios se han llevado a cabo para observar la contaminacion de
los cepillos dentales por microorganismos de la cavidad bucal (Filho et al., 2000; Wetzel
et al., 2005).

En 1920, Cobb sugiere que los cepillos dentales son la causa de repetidas
infecciones en la boca, proponiendo que los cepillos son contaminados después de
usarse y que se deberia verificar su grado de contaminacion (Cobb, 1920; citado en
Filho et al., 2000).

Glass y Jensen, mediante una observacion clinica de laboratorio, hallaron que
tanto los virus como las bacterias pueden ser albergados y transmitidos por cepillos
contaminados. Posteriormente Glass y Lave reportaron que los cepillos con estas
caracteristicas juegan un papel importante en enfermedades sistematicas o locales
(Caundry, 1995).

Bunetel y colaboradores, en 2001, comprobaron que los cepillos de uso regular
pueden ser altamente colonizados con microorganismos, dependiendo de sus
condiciones de almacenamiento, actuando como reservorio para la reintroduccion de
agentes potencialmente patégenos como los Streptococcus (Bunetel et al., 2001; citado
en Fuentes y Lopez, 2009).

Algunos de estos microorganismos pueden mantenerse con vida incluso varios
dias luego de ser utilizado el cepillo dental (Filho et al., 2000; Wetzel et al., 2005).

En 1997, Dayoub y colaboradores detectaron microorganismos en cepillos que
habian sido mantenidos secos por cinco dias después de su uso (Dayoub et al., 1977,
citado en Wetzel et al., 2005).

No fue sino hasta 1978 que Svanberg investigoé cepillos de dientes usados por
personas que estaban severamente contaminadas con Str. mutans. Los cepillos
estaban contaminados con concentraciones de Streptococcus mutans de 10* unidades
formadoras de colonia (UFC) aun después de haber sido guardados en aire seco por 24
horas después de su uso, comprobando que existe una severa contaminacién de los
cepillos dentales por Streptococcus mutans luego de utilizarlos (Svanberg, 1978; citado
en Wetzel et al., 2005).

En 1989, Karsuyuki Kozai realizé un estudio sobre la contaminacion de los
cepillos utilizados sin pasta dental en nifios, concluyendo que la mayor cantidad de
microorganismo es el Streptococcus mutans, el cual se encontraba presente incluso
después del lavado del cepillo s6lo con agua. (Kozai et al., 1978; citado en Fuentes y
Lopez, 2009).



4. ldentificacion y cuantificacion de Microorganismos

4.1 Identificacion y cuantificacion de Str. mutans

Con el reconocimiento del Str. mutans como principal agente etiologico de la
caries dental, se ha hecho necesario contar con medios de cultivo que garanticen el
crecimiento y la recuperacion del patégeno causal de manera altamente selectiva, por
lo que a través del tiempo, investigadores han desarrollado variados agares con el fin
de establecer el medio mas adecuado para su identificacion y cuantificaciéon (Medina et
al., 2005).

Existen en la actualidad varios medios para el cultivo de Str. mutans, entre ellos
los mas utilizados son:

e Agar sangre de carnero: La hemdlisis en agar sangre de carnero es el método
mas empleado para la diferenciacion primaria de Streptococcus, como lo
propuso originalmente Brown en 1919. Los Streptococcus son alfa y gama
hemoliticos, con excepcion de algunas cepas que son beta hemoliticos, pero se
trata de un medio muy poco selectivo.

e MSA (mitis salivarius agar): uno de los primeros medios de cultivo desarrollado
para la recuperacién y aislamiento de S. mutans, obtenido comercialmente
Difco®; base para la elaboracion de MSB, MSKB y MSMUT; vy utilizado en otros
estudios. Se trata de un medio poco selectivo, contiene 5% de sacarosa y telurito
potasico, azul tripan y cristal violeta como sustancias inhibitorias.

e MSB (mitis salivarius bacitracina): es MSA mas 0.2 u/ml de bacitricina 'y 15%
mas de sacarosa que MSA, lo que lo hace mas selectivo. Ha sido utilizado y
comparado en un mayor numero de estudios de recuperacion y aislamiento de S.
mutans.

e TYCSB (tripsina, extracto de levadura, cisteina, sacarosa y bacitricina):
medio de cultivo que ha dado éptimos resultados tanto en recuperacién como en
selectividad en algunos estudios comparativos recientes. Ademas, es facil de
preparar y relativamente econdémico. Se desarroll6 porque algunos autores
senalaban que el medio MSB era inhibidor del serotipo A del S. mutans.

El TYCSB es actualmente el medio de cultivo de eleccién para el recuento
cuantitativo de Streptococcus mutans, respaldado por numerosas investigaciones que
han comparado su eficacia (Wan et al., 2002; Linossier et al., 2003; Medina et al., 2005;
Hildebrandt y Bretz, 2006).

La o6ptima recuperacion lograda con este medio se debe al aporte de nutrientes
obtenidos del caldo tripticasa soya y del extracto de levadura, componentes utilizados



para el crecimiento y recuperacion de microorganismos exigentes, y del 20% de
sucrosa.

Es importante resaltar como ventaja la selectividad que tiene este medio
comparado por la adicién de bacitracina y la presencia de sucrosa que interfiere con el
crecimiento de otros microorganismos. Sin embargo, esta ultima caracteristica hace
necesario tomar precauciones en el manejo de su concentracion debido a que altas
concentraciones de sucrosa interfieren con la glicdlisis del Str. mutans (Medina et al.,
2005).

Su utilizacién se recomienda previa a los 7 dias desde su realizacion, ya que la
bacitracina en suspension tiene una duracion limitada, y posterior a los dias
recomendados, ésta se inactiva (Medina et al., 2005).

Las placas se incuban en un medio de microanaerobiosis a 37°C por 48 a 72 hrs.
Las colonias de Str. mutans desarrolladas, tienen un aspecto blanco grisaceo, con
superficie rugosa, apariencia de vidrio esmerilado y consistencia dura, que no pueden
ser disgregadas cuando se manipulan con un asa suavemente, lo cual es una
caracteristica que presentan las colonias de S. mutans que se desarrollan en un medio
TYCSB. Para el recuento deben considerarse solo aquellas adherentes (Medina et al.,
2005).

4.2ldentificaciéon y cuantificacion de Lactobacillus spp.

Rogosa y colaboradores desarrollaron en 1951 un medio semi-definido
parcialmente selectivo para el aislamiento y recuento de lactobacilos a partir de
alimentos y flora intestinal, vaginal y dental (Rogosa et al.,, 1951). Se trata del Agar
Rogosa, que permite el desarrollo casi exclusivo de estos microorganismos, evitando el
crecimiento excesivo de mohos, Streptococcus y proliferacién de organismos. Posee un
pH acido de 5.4, y su temperatura optima del cultivo es de 35-37°C, durante 48-72
horas.

En este agar, la peptona de caseina, el extracto de levadura y la sal de amonio
proporcionan nitrégeno. El polisorbato 80 suministra acidos grasos necesarios para el
crecimiento de lactobacilos. EI manganeso y el magnesio son factores de crecimiento.
La glucosa es una fuente universal de energia y carbono. El citrato de amonio, el
acetato de sodio, el acido acético y el sulfato ferroso, actuan como inhibidores de los
Streptococcus y otros organismos contaminantes y suministran el bajo pH que es
tolerado por los lactobacilos, pero no por muchos otros organismos. El fosfato, junto con
acetato y acido acético, estabiliza el pH (Anexo 11.3)

A las 48 horas de cultivo se pueden observar un crecimiento bueno a excelente
de colonias blancas, de tamano mediano-grande, convexas, lisas, circulares y con
bordes regulares.

Los cultivos desprenden un olor tipico a leche fermentada.



Il.OBJETIVOS



. Objetivo general:

- Relacionar microorganismos identificados y cuantificados en cepillos dentales
de pacientes pediatricos con distinta actividad cariogénica.

. Objetivos especificos:

- Determinar actividad cariogénica de pacientes en estudio, segun género.
- ldentificar Streptococcus mutans en el cepillo dental.

- Identificar Lactobacillus spp. en el cepillo dental.

- Determinar cantidad de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ml) de
Streptococcus mutans segun género del paciente.

- Determinar cantidad de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ml) de
Lactobacillus spp. segun género del paciente.

- Relacionar UFC/ml de Streptococcus mutans, con el nivel de actividad
cariogénica de cada paciente en estudio.

- Relacionar UFC/mI de Lactobacillus spp., con el nivel de actividad cariogénica
de cada paciente en estudio.

- Relacionar las UFC/ml de Streptococcus mutans, con el grado de severidad
de caries de los pacientes examinados.

- Relacionar las UFC/ml de Lactobacillus spp., con el grado de severidad de
caries de los pacientes examinados



lIl. MATERIALES Y METODOS



1. Tipo de estudio:

Descriptivo Transversal Prospectivo Correlacional.

2. Area de estudio:

Clinica de Pregrado de Odontologia Integral Infantil | y IlI, Escuela de
Odontologia, Facultad de Odontologia de la Universidad de Valparaiso, Valparaiso,
Quinta region, Chile.

3. Universo:

Pacientes de 6 a 8 afios al momento del estudio (Abril del 2010), con denticion
mixta ingresados al sistema de atencién de las clinicas de Odontologia Integral Infantil
de la Universidad de Valparaiso, en 4° y 5° afos, el afio 2008. El paciente debe tener
un apoderado que debera aceptar participar del estudio previa firma del consentimiento
informado (Anexo 2).

4. Muestra:

Se trabajoé con el Universo, que tras considerar los criterios de exclusion de la
investigacion, se llegé al numero de 27 pacientes.

5. Unidad de estudio:

Cepillo dental.

6. Variables: (Tabla Ill)

Género del paciente.

Presencia de Streptococcus mutans.

Presencia de Lactobacillus spp.

Numero de UFC/ml de Streptococcus mutans presentes en cepillos dentales de

pacientes del estudio.

e Numero de UFC/ml de Lactobacillus spp. presentes en cepillos dentales de
pacientes del estudio.

e Actividad cariogénica medida con indices COPD-ceod.

e Severidad de caries



Tabla lll: Variables del estudio

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Tipo de
variable
Presencia de | Microorganismo anaerobio | Presencia de microorganismo al | Cualitativa
Streptococcus facultativo, considerado el mayor | momento del analisis de cultivo: Dicotdémica
mutans. agente etioldgico en el desarrollo de
la caries dental en humanos. -Si
- No
Presencia de | Bacilo anaerobio facultativo gram | Presencia de microorganismo al | Cualitativa
Lactobacillus spp. positivo. Se encuentran formando | momento del analisis de cultivo: Dicotéomica
parte de la flora microbiana de la
cavidad oral. - Si
Altas concentraciones de estas | - No
bacterias reflejan actividad de
caries y existencia de una dieta
cariogénica.
Numero de unidades | Unidades formadoras de colonias: | Conteo de UFC | Cuantitativa
formadoras de | poblacion bacteriana | macroscépicamente: Continua
colonias (UFC) de | macroscopicamente visible | UFC/mlI= N * 1/D* 1/ml de
Streptococcus procedente de una sola célula | siembra.
mutans presentes en | madre. El cultivo de Str. mutans se | N: nimero de colonias que se
cepillos dentales de | realizé en el medio TYCSB. Tras 48 | conto.
pacientes del | hrs. de incubacion a una | D: dilucién en la que se esta
estudio. temperatura de 37°C en | contando.
microanaerobiosis, las colonias | ml: ml que se uso para sembrar.
presentan aspecto blanco grisaceo,
con superficie rugosa, apariencia de
vidrio esmerilado y consistencia
dura, que no pueden ser
disgregadas cuando se manipulan
con un asa suavemente.
Numero de unidades | Unidades formadoras de colonias: | Conteo de UFC | Cuantitativa
formadoras de | poblacion bacteriana | macroscépicamente: Continua
colonias (UFC) de | macroscopicamente visible | UFC/ml= N * 1/D* 1/ml de
Lactobacillus spp. | procedente de una sola célula | siembra.
presentes en cepillos | madre. El cultivo de Lactobacillus | N: nimero de colonias que se
dentales de | spp. se realiz6 en el medio Agar SL | conté.
pacientes del | Rogosa. Tras 48 hrs. de cultivo a | D: dilucién en la que se esta
estudio. una temperatura de 37°C en | contando.
microanaerobiosis, las colonias se | ml: ml que se uso para sembrar.
observan blancas, de tamano
mediano-grande, convexas, lisas,
circulares y con bordes regulares.
Variable Definicion conceptual Definicion operacional Tipo de

variable




Actividad cariogénica
medida con indices
COPD-ceod.

- Indice COPD: Total de dientes con
caries, obturados o perdidos por
caries en denticion definitiva.

- indice ceod: Total de dientes con
caries, obturados o extraidos por
caries en denticion temporal.
Caries:

- Lesion activa: mancha blanca,
rugosa, opaca.

- Cavitacion activa: A la exploracién
en las zonas necroticas el tejido
esta blando y se puede retirar por
capas con cuchareta para caries.
Generalmente la dentina se tifie de
color amarillo.

- Lesién y cavitacion detenida: se
caracteriza por presentar una
superficie dura y mas o menos lisa,
tefiida de color café o negruzca.

- Suma total de caries activas
presentes en boca, sin tratamiento y
que hayan sido diagnosticadas
clinicamente, sin examenes
complementarios.

- Todos aquellos dientes que al
momento del examen presenten
recubrimientos pulpares directos e
indirectos, pulpotomias terapéuticas
y pulpectomias se consideran como
cariadas.

Obturado:

- Obturacién: restauracion presente
en boca de material definitivo que
intente devolver funcion y estética
en diente que sufri6 alguna
alteracion por caries.
Perdido/exfoliado:

- Perdido: Diente definitivo extraido
por caries.

- Exfoliado: Diente temporal
extraido por caries.

Se utilizara el total de la suma
entre COPD y ceod del paciente
para establecer su actividad
cariogénica.
COPD+ceod = Actividad
cariogénica.

Cuantitativa
Continua

Severidad de caries

Estado de avance de caries en las
estructuras duras del diente:

- Diente sano: sin lesion ni
cavitacion.

- Lesion activa: mancha blanca,
rugosa, opaca.

- Cavitacion activa: A la exploracién
en las zonas necroticas el tejido
esta blando y se puede retirar por
capas con cuchareta para caries.
Generalmente la dentina se tifie de
color amarillo.

- Lesion y cavitacion detenida: se
caracteriza por presentar una
superficie dura y mas o menos lisa,
tefida de color café o negruzca.

Total de dientes con caries,
clasificados segun severidad:

- Diente sano

- Lesioén de esmalte

- Cavitacion

Cuantitativa
Continua




e indices COPD vy ceod:

Los resultados se expresan utilizando el indice COPD, y ceod que describe
numeéricamente los resultados del ataque de caries en los dientes del grupo de estudio.
El simbolo «D» 6 «d» significa que la unidad de medida establecida es el diente
afectado y no la superficie ni las lesiones de caries. El valor individual del indice
corresponde a la suma de los dientes cariados, obturados y perdidos. Terceros molares
y agenesias no entran en este indice, ni tampoco dientes extraidos por ortodoncia.
Todos aquellos dientes que al momento del examen presenten  obturaciones
temporales, tales como recubrimientos directos e indirectos, pulpotomias terapéuticas y
pulpectomias, seran consideradas como cariados.

- Clasificacion de OMS para COPD y ceod (citado en: Ministerio de Educacion —
Chile, 2004):

e 0a1,1 = muybajo
e 1,2a2,6 = bajo

e 2,7a4,4 = moderado
e 45a6,5 = alto

[ )

6,6 6 mas = muy alto

A partir de esta clasificacion de la OMS, se realizara una adaptacion de los
valores para COPD y ceod, quedando de la siguiente manera:
e 0a2 =Bajo
e 3a4 =Moderado
e 50 mas= Alto

- Problemas practicos con los indices COP v ceo:

En nifos la pérdida de dientes temporales puede haber sido causado por
exfoliacion natural, y éstos deben ser diferenciados de los dientes perdidos por caries.
Los dientes definitivos son perdidos por razones distintas a caries, como trauma,
exodoncia por indicacion ortodoncica o protésica, y enfermedad periodontal. Por esta
razon, los dientes perdidos pueden ser omitidos de los indices y sélo incluir superficies
cariadas y obturadas (Kidd, 2005).

7. Criterios de exclusion:

- Apoderado no quiere que paciente participe en el estudio.

- Paciente inubicable telefonicamente o fuera del territorio nacional.

- Paciente con enfermedades sistémicas o discapacidad mental.

- Uso de antibidticos 3 meses previo a estudio. El paciente debera abandonar el
estudio si llegase a utilizar antibioticos durante el transcurso de la investigacion.



8. Metodologia de Trabajo:

8.1 Examen clinico e instrucciones:

El universo correspondié a los pacientes ingresados de UCEOT (Unidad Clinica
de Examen y Orientacion de Tratamiento) de la Escuela de Odontologia de la
Universidad de Valparaiso, la cual registra el ingreso de pacientes a las clinicas de
Odontologia Integral Infantil (Oll) de cuarto y quinto afo del afio 2008, realizando una
pre-seleccion de pacientes nacidos entre Abril del afio 2002 y Abril del afio 2004.

El universo se contacto telefébnicamente. Se les cit6é a la Escuela de Odontologia,
informandole del estudio al apoderado del paciente y firmando un consentimiento
informado aceptando su participacion (Anexo 11.4). Se excluyeron del universo a dos
pacientes cuyos apoderados no desearon que su pupilo participara en el estudio,
llegando a un total de 27 pacientes, de los cuales 10 eran mujeres y 17 hombres.

Se solicitd, al momento del contacto telefénico, que el paciente asistiese al
examen con su cepillo dental actual, que fue retirado para evitar su uso durante el
estudio.

Fue realizado un examen clinico, llevado a cabo por 1 examinador elegido entre
los investigadores, calibrado de acuerdo a los parametros establecidos por la OMS
(WHO Oral Health, 1997), llenando una Ficha Odontoldgica Simplificada (Anexo 11.5)
confeccionada con este fin, utilizando los indices COPD y ceod, determinando asi la
actividad cariogénica y severidad de caries de cada paciente.

El examen clinico donde se determind el COPD-ceod y severidad de caries fue
llevado a cabo en la Clinica A de la Escuela de Odontologia de la Universidad de
Valparaiso, donde se utilizaron por paciente un par de guantes desechables de latex y
una bandeja de examen con espejo plano N° 5. Se utilizé el aire de la jeringa triple para
secar las superficies dentales y se procedio a realizar el examen en el sillon dental bajo
iluminacion artificial, otorgada por una lampara marca Midmark, modelo 153673-001, en
su maxima potencia luminica.

No fue necesario la atencion de urgencia por parte de los examinadores a ningun
paciente, ya que no presentaron dolor, fiebre, aumento de volumen producto de
infeccion odontoldgica.

Fue entregado al paciente un cepillo dental marca Colgate, modelo Extra Clean
Professional (Figura 1), que fue el “cepillo de uso” del paciente. No se realiz6 en ese
momento instruccion de higiene bucal. Se les solicitd a los pacientes que realizasen el
cepillado dental de acuerdo a su rutina diaria, siendo la unica especificacion que sea sin
el uso de dentifrico ni otro tipo de control quimico de remocion de biofilm para lograr
una mejor estandarizacion. Se les solicité al apoderado y al paciente que el cepillo de
uso permaneciera en el lugar donde mantenia su cepillo habitual.
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Figura I: Cepillo Colgate, modelo
Extra Clean Professional

Tras un mes de uso del cepillo, se realiz6 la visita domiciliaria para obtener la
muestra, para no contaminar el cepillo con otra cepa bacteriana. Se le ensefd al
paciente la técnica de cepillado de Stillman o Rotatoria, de acuerdo a su edad y
motricidad. Se le dejo un cepillo dental nuevo, de igual marca y caracteristicas que el
cepillo en estudio.

Se derivo a 22 pacientes, a quienes se les determind en el examen clinico inicial
la necesidad de tratamiento, a las clinicas de Odontologia Infantil Integral de la Escuela
de Odontologia de la Universidad de Valparaiso. A los pacientes que presentaron el
total ceod-COPD = 0, se les recomendd control en 6 meses mas.

8.2 Elaboracion del medio de cultivo Agar SL Rogosa (Biomark®):

Para las instrucciones especificas del Agar SL Rogosa marca Biomark, ver
Anexo 11.6

Se esterilizaron 1100 ml. agua destilada por 15 minutos en envase de vidrio
esterilizable (Shirai, 2005) graduados hasta 1000 ml con tapa rosca (Figura Il). Ademas
se esterilizaron por separado 100 placas petri de vidrio de 10cms. de diametro.



Figua Il: Agua destilada estéril y agar deshidratado.

La preparacion propiamente tal del medio de cultivo se realizé en dependencias
del Laboratorio de la Escuela de Nutricion y Alimentos de la Facultad de Recursos
Naturales de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, ubicada en Waddington
716, Playa Ancha, Valparaiso, a cargo de la Sra. Cecilia Carvajal. La supervision en la
preparacion de los medios de cultivos estuvo a cargo de la Sra. Olaya Leiva y su
equipo.

Todos los procesos que requirieron esterilidad se realizaron dentro de una
camara de flujo marca CYTAIR, modelo 125, propiedad de la PUCV. Se desinfect6é en
cada paso con alcohol al 70% en aerosol (Figura ).

Figura lll: Camara de flujo.

Fueron pesados 500 ml. de agua en un envase de vidrio con tapa rosca, estéril.
Se vertieron 37,5 gramos de polvo de Agar SL Rogosa (Biomark) con una cuchara
estéril dentro del envase que contenia los 500 ml. de agua, ubicado sobre la tara
electrénica (Figura V).
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Figura IV: Tara electronica.

El envase fue cerrado y calentado a bafo maria, agitando el envase las veces
que fuese necesario, hasta alcanzar la disolucion total del agar. Una vez disuelto, se
agregaron 66 ml. de acido acético con una pipeta estéril. Se calentd el envase a bafno
maria por 3 minutos entre 90 y 100°C (Figura V; Figura VI).

\

Figura V: Disolucién a bafo maria. Figura VI: Disolucion siendo agitada.

Se procedi6 a plaquear el agar, agregando aproximadamente 10 ml. de solucién
a cada placa petri, previamente identificadas con el nombre del medio de cultivo, su
fecha de elaboracion y su fecha de vencimiento (Figura VII; Figura VIII).



Figura VIII: Agar Rogosa siendo paquado.

Se secaron los medios de cultivo en la camara de flujo, para evitar que se
humedecieran.

Se apilaron y embalaron en paquetes de 5 placas, cubriéndolos con una capa de
papel film (Figura 1X).

Figura IX: Agar SL Rogosa embalado.

Con 500 ml. de solucién se pueden preparar 50 medios de cultivo, por lo que se
repitid el procedimiento 3 veces, hasta obtener los 150 medios de cultivo requeridos
para la investigacion.

Los medios de cultivo fueron refrigerados y almacenados a una temperatura
constante de 4°C, en el refrigerador marca Fenza, No Frost, modelo Advantage 7205,
del Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de Odontologia de la Universidad de
Valparaiso.

8.3 Elaboracion del medio de cultivo TYCSB:

La confeccion de los medios de cultivo TYCSB para Streptococcus mutans fue
realizada en el Departamento de Microbiologia de la Escuela de Odontologia de la



Universidad de Chile, Santiago, bajo la supervision de la Dra. Leila Gémez. Esta
elaboracion fue remunerada por parte de los investigadores.

Los medios de cultivo fueron refrigerados y almacenados a una temperatura
constante de 4°C, en el refrigerador marca Fenza, No Frost, modelo Advantage 7205,
del Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de Odontologia de la Universidad de
Valparaiso.

8.4 Método de toma de muestra del cepillo de uso:

Se desarrollé el proceso de muestreo en un ambiente que buscaba reducir la
contaminaciéon de las unidades de estudio utilizando dos mecheros de alcohol,
trabajando dentro de este perimetro. Se suspendi6 el cepillo de uso en un tubo de
ensayo marca Pyrex® de 25 mm. de diametro con tapa rosca, el cual contenia 10 ml.
de suero fisiolégico, previamente esterilizado (Figura X).

Figura X: Toma de muestra basal en tubo de ensayo Pyrex®
de 25 mm. de diametro, con suero estéril.

Se realizaron movimientos rotatorios con el cepillo en suspension por 120
segundos, desechando luego el cepillo y cerrando el tubo con su correspondiente tapa
para mantener la muestra basal. Los tubos fueron rotulados con el numero de ficha y
fecha de toma de muestra. Las muestras fueron trasladadas a la Escuela de
Odontologia y, una vez localizadas en el Laboratorio de Microbiologia, se procedi6 a la



dilucion de las muestras, trabajando sobre una superficie desinfectada con algodén con
alcohol al 70%.

8.5 Dilucién, siembra e incubacion:
Se realizé el procedimiento de dilucion y siembra en un ambiente que buscé

reducir la contaminacion de las placas de cultivo. Para lograr esto se crea un ambiente
estéril con el uso de mecheros Bunsen, trabajando dentro de éste perimetro (Figura Xl).

Figura XI: Perimetro de trabajo. Materiales e insumos para
siembra de medios de cultivo

Se tomd6 una muestra de 1 ml. con una pipeta desechable estéril desde el tubo
de muestra basal (Tubo 1), y se depositdé en un tubo de ensayo con tapa rosca que
contenia 9.0 ml. de suero fisiolégico previamente esterilizado (Tubo 2), logrando la
primera dilucién (10).

Se procedidé luego a retirar desde el Tubo 2, con una nueva pipeta, 1 ml. de
muestra a un tercer tubo de ensayo que también contenia 9.0 ml. de suero fisiolégico
estéril (Tubo 3), logrando una segunda dilucion (10-2).

Se realizé el mismo procedimiento desde el Tubo 3 a un nuevo tubo (Tubo 4) de
iguales caracteristicas que los anteriores, logrando la tercera dilucién (10-%) y del Tubo 4
a un quinto tubo de ensayo, idéntico a sus predecesores (Tubo 5), realizando asi la
ultima dilucion (104).

Se tomdé 1 ml. de dilucion de cada tubo de dilucidon con una pipeta desechable
estéril individual para cada tubo. Esta muestra de dilucién fue depositada en las
correspondientes placas de cultivo de plastico desechables de 10 cm. de diametro con
el medio de cultivo TYCSB, y otro 1 ml. para las placas de cultivo de vidrio de 10 cm. de
diametro con el medio de cultivo Agar SL Rogosa (Biomark). Se realizé6 también la
siembra de la muestra basal sin dilucion en ambos medios de cultivos. Cada medio de



cultivo fue rotulado individualmente con el numero de ficha del paciente, fecha de
siembra y su respectiva dilucion. Se homogeniz6 la muestra realizando movimientos
circulares en los medios de -cultivo utilizando un rastrilo de siembra estéril,
confeccionado previamente por los investigadores con micropipetas de vidrio marca
Socorex, moldeadas con la llama del un mechero Bunsen. (Figura XIlI).

Figura XlI: Rastrillo homogenizando muestra.

Se procedid a incubar los medios de cultivo a 37° C por 48 hrs. en una estufa
marca Heraeus, modelo RB360, en un ambiente de micro-anaerobiosis, logrado con el
método de la Vela (Obando et al., 1999; Gamazo, 2005) (Anexo 11.7).

Luego de transcurridas las 48 hrs. necesarias para el cultivo, se realiz6 el conteo
de colonias adherentes presentes en las placas, utilizando un contador de colonias
marca Fisherbrand, modelo 08-757-11A (Figura XIll), siguiendo las reglas del conteo de
colonias (Anexo 11.8).

Figura XllI: Contador de colonias Fisherbrand 08-757-11A.



Las colonias eran idénticas entre si, presentando las mismas caracteristicas
macroscopicas, considerandose soélo aquellas adherentes, blanco grisaceas, con
superficie rugosa, apariencia de vidrio esmerilado y consistencia dura, que no pueden
ser disgregadas cuando se manipulan con un asa, las cuales son caracteristicas que
presentan las colonias de Streptococcus mutans que se desarrollan en un medio
TYCSB (Figura XIV). En el caso de los lactobacilos, presentaron colonias blancas, de
tamafno mediano-grande, convexas, lisas, circulares y con bordes regulares,
caracteristicas de su desarrollo en Agar SL Rogosa (Figura XV).

Figura XV: Cultivo exitoso de Agar SL Rogosa.



Se seleccionaron como representativos los medios de TYCSB y Agar SL Rogosa
cultivados con la dilucion 102 por presentar un desarrollo de UFC idoneo.

Los procedimientos de siembra, cultivo y conteo de colonias de los medios
fueron realizados bajo la supervision y guia del Dr. Jorge Torres Maldonado, profesor
auxiliar de la asignatura de Microbiologia de Escuela de Odontologia.

8.6 Calibracion:

Este estudio considera un examinador que debera realizar un examen
odontolégico simple a un paciente con denticion mixta, contabilizando su actividad
cariogénica mediante los indices ceod-COPD.

El Gold-Standard fue la Dra. Alexandra Guerrero Devlahovic, Docente Adjunto de
la Catedra de Odontopediatria. Se realizaron examenes a 10 pacientes de la Catedra
de Odontopediatria durante dos semanas. La primera semana, los 10 pacientes fueron
examinados tanto por el examinador como por la doctora, anotando en el dentograma
de la Ficha Unica Simple de la Escuela de Odontologia de la Universidad de Valparaiso
el COPD-ceod del paciente y la severidad de la caries. La semana siguiente, el
examinador volvio a repetir los examenes a los mismos 10 pacientes. Con los
resultados obtenidos, se determiné el indice Kappa de Cohen con el programa SPSS
15.0 para Windows, tanto en el caso intra como interoperador (Tabla V).

Operador 2
Operador 1 | Caries | Obturado | Exf/perdido | Sano | Lesién | Cavitacion

Caries
Obturado
Exf/perdido
Sano
Lesion
Cavitacion

Tabla IV: Tabla de datos para calibracion.

Los resultados de este analisis fueron los siguientes:
- Indice Kappa Gold-Standard v/s Investigador: k= 0,902
- Indice Kappa intraoperador: k= 0,884

De acuerdo al indice Kappa, si existiese concordancia total, k sera 1; si el valor da entre
1y 0,8, la concordancia es muy buena; si el resultado es entre 0,6 y 0,8, es buena; si es
entre 0,4 y 0,6 es moderada; entre 0,2 y 0,4 es baja; y entre 0 y 0,2 es insignificante.
Por lo tanto, se puede concluir que la concordancia en ambos casos fue muy buena.

8.7 Petitorios:

Fueron enviadas las cartas correspondientes al Comité de Etica de la Escuela de
Odontologia para que apruebe el estudio, a la Catedra de Odontopediatria para que



autorice trabajar con sus pacientes, y al jefe de clinicas para que facilitase los espacios
necesarios para realizar los examenes y utilizar la estufa de cultivos.

9 Analisis de datos

Fue utilizada una estadistica del tipo descriptiva. Para las correlaciones, se utilizé
el coeficiente de correlacion de Pearson, considerandose los valores entre -1y 1 como
existencia de correlacién, mientras que valor 0 indica la ausencia de ésta. Los datos
fueron tabulados usando el programa Microsoft Excel version 2007, y analizados por
medio del programa SPSS 15.0 para Windows. El nivel de significancia aceptado para
la obtencion de las conclusiones fue p< 0,05.



IV. RESULTADOS



- Actividad cariogénica: De los 27 pacientes examinados, se obtuvo un promedio
de ceod-COPD de 6 dientes (Tabla V)

Total ceod-COPD

Minimo Maximo Media Moda

0 14 6 0

Tabla V: Valores de total de indice ceod-COPD de pacientes
examinados para el estudio.

De acuerdo al género, la muestra se separa en 10 mujeres y 17 hombres. Estos
ultimos (promedio de 6,6 dientes afectados), presentan un mayor promedio de dientes
afectados que las mujeres (con 5,2). Ademas la moda en mujeres fue tener un total de
0 dientes afectados, mientras que en hombres fue 9 dientes (Tabla VI).

Género

Femenino Masculino
Minimo Maximo Media Moda Minimo Maximo Media Moda
2 COPD-ceod 0 14 5,2 0 0 13 6,59 9

Tabla VI: Valores de ceod-COPD
segun género.

- Presencia de UFC/ml de Streptococcus mutans segun género: Todos
presentaron un cultivo positivo de Streptococcus mutans en la muestra basal del medio
de cultivo. Se obtuvo un mayor promedio de UFC/ml de Streptococcus mutans en los
cepillos dentales de hombres, con un valor de 27.000 UFC/ml, siendo también mayor la
moda y los valores maximos encontrados en estos ultimos, con valores de 1.500
UFC/mly 110.000 UFC/mI (Tabla VII).

Femenino Masculino

Minimo  Maximo Media Moda | Minimo Maximo Media Moda
UFC/ml Str. Mutans 100 50.000 17.160 100 200 110.000  20.700 1.500 |

Tabla VII: Conteo de UFC/mI de Str. mutans
segun género.

- Presencia en UFC/ml de Lactobacillus segun género: Todos presentaron un
cultivo positivo de Lactobacillus en la muestra basal del medio de cultivo. En lo que
respecta al conteo de UFC/ml de Lactobacillus, el promedio en mujeres de 21.610
UFC/ml fue mayor que en hombres, al igual que el maximo conteo de 78.000 UFC/ml,
pero la moda fue mayor en hombres, obteniendo un numero de 2.800 UFC/ml (Tabla
VIII; Anexo 11.9).



Masculino
Minimo Maximo Media Moda
1.800 55.000 15.600 2.800

Femenino
Minimo  Maximo Media Moda
1.500 78.000 21.610 1.500

UFC/ml Lactobacillus

Tabla VIII: Conteo de UFC/ml de Lactobacillus
segun género.

- Correlacion entre sumatoria COPD-ceod con cantidad de UFC/ml de
Streptococcus mutans en cepillos dentales: La correlacion de Pearson obtenida
(r=-0,364) arrojo la existencia de una correlacion, la cual fue negativa, indicando
proporcionalidad inversa (Tabla IX; Anexo 11.10).

COPD-ceod

UFC/ml Str. mutans  Correlacién de Pearson -0,364
Sig. 0,061
N 27

Tabla IX: Correlacion de Pearson entre UFC/ml de Str. mutans
y el total del indice ceod-COPD del paciente.

- Correlacion entre sumatoria COPD-ceod con cantidad de UFC/ml de
Lactobacillus en cepillos dentales: La Tabla X muestra la correlacion de Pearson
obtenida para ambas variables, la cual arroj6 un valor de r=-0,146, expresando la
existencia de una correlacion, negativa, indicando proporcionalidad inversa (Anexo
11.11).

ceod-COPD

UFC/ml Lactobacillus Correlacion de Pearson -0,146
Sig. 0,467
N 27

Tabla X: Correlacion de Pearson entre UFC/mI de Lactobacillus
y Total ceod-COPD del paciente.

- Correlacion entre severidad de caries y tipo de microorganismos: Segun el
examen inicial, el numero de dientes con lesiones y/o cavitaciones presentes en boca
de los pacientes, tanto en denticién temporal como definitiva, se resumen en la Tabla
XI.

Severidad
Lesiones Cavitaciones
Minimo Maximo Media Moda | Minimo Maximo Media Moda
0 6 1,5 0 0 11 2,4 0

Tabla XI: Severidad de caries segin numero de lesiones
y cavitaciones de pacientes en estudio.



En base a estos resultados, se calculo la correlacién de Pearson que tendrian las
lesiones y cavitaciones con cada microorganismo (Tabla XlI), obteniéndose un valor de
correlacion de r=-0,233 para el cruce Numero de UFC/ml de Streptococcus mutans de
la muestra y Numero de lesiones del paciente, existiendo correlacion, inversamente

proporcional (Anexo 11.12).

UFC/ml Str. mutans

N° de Lesiones Correlacion de Pearson -0,233
Sig. 0,241
N 27

Tabla XlI: Correlacion de Pearson entre UFC/mI de Str. mutans
y Numero de lesiones.

En la Tabla XIll, para el cruce de variables Numero de UFC/ml de Streptococcus
mutans de la muestra y Numero de cavitaciones del paciente, el valor de correlacién de
Pearson fue de r=-0,188; demostrando correlacion, con valor negativo (Anexo 11.13).

UFC/ml Str. mutans

N° de Cavitaciones Correlacién de Pearson -0,188
Sig. 0,347
N 27

Tabla XllI: Correlacion de Pearson entre UFC/ml de Str. mutans
y Numero de cavitaciones.

Al correlacionar el Numero de UFC/ml de Lactobacillus de la muestra y numero
de lesiones del paciente, se obtuvo un valor de correlacion de Pearson de r=0,067
(Anexo 11.14), siendo éste un valor positivo de correlacion, es decir, directamente

proporcional (Grafico I)

Dispersion entre UFC/ml Lactobacillus de
la muestra y Numero de lesiones

o 100000 y = 878,72x + 16488
S 80000 R%=0,0045
S ®
qg 60000 s ¢ UFC/ml Lactobacillus
S 40000 ® g
E 20000 - S Lineal (UFC/ml
E 0 * * * . Lactobacillus)
0 2 4 6 8

Numero de lesiones

Grafico 1: Relacién entre UFC/mI de Lactobacillus
y el Numero de lesiones del paciente.



Y, finalmente, cuando se realizo el cruce de variable NUmero de cavitaciones con
UFC/ml de Lactobacillus de la muestra, se obtuvo una correlacion de Pearson r=-0,233;
lo que implica una correlacion inversamente proporcional (Tabla XIV; Anexo 11.15).

UFC/ml Lactobacillus |

N° de Cavitaciones Correlacién de Pearson -0,233
Sig. 0,24
N 27

Tabla XIV: Correlacion de Pearson entre UFC/ml de Lactobacillus
y Numero de cavitaciones.



V.DISCUSIONES



El presente estudio tuvo por objetivo determinar la relacion entre
microorganismos (Streptococcus mutans y Lactobacillus spp.) presentes en el cepillo
dental de pacientes pediatricos con distinta actividad cariogénica.

En el Universo estudiado, fue hallada evidencia de relacién entre las variables
mencionadas. Se encontrd proporcionalidad inversa con valores negativos en la
correlacion de Pearson, y soélo una correlacion de variables otorgd un valor
directamente proporcional (UFC/ml de Lactobacillus y numero de lesiones del paciente),
siendo todas no significativas.

En nuestra investigacion se trabajé con los indices COPD y ceod, para
categorizar la actividad cariogénica de los pacientes en estudio

Debemos tener como referencia que la caries dental en nifios chilenos de entre 6
y 8 anos es de 0,93 dientes permanentes afectados (COPD), y 4,19 dientes temporales
afectados (ceod), y en la V region, donde se realizé el estudio, el indice COPD y ceod
alcanza los valores de 0,42 y 2,24, respectivamente (Ministerio De Salud - Chile, 2005).

El estudio determind, como se observa en la Tabla V, que nuestro universo
obtuvo un promedio de 6 dientes afectados, tanto permanentes como temporales (a
partir de la suma de COPD y ceod), por lo tanto, se encuentran por sobre la media
nacional (5,12 dientes), lo que refleja actividad cariogénica alta. Esto se puede explicar
si consideramos que los pacientes examinados consultaron en forma espontanea a
UCEOT de la Escuela de Odontologia.

De acuerdo a los resultados obtenidos, expresados en la Tabla VI, la media de
dientes afectados al realizar segregacion por género determina que los hombres
presentan una media mayor a la media de las mujeres (6,59 y 5,2, respectivamente), y
asimismo, la relacién que se establece en la presencia de UFC de Streptococcus
mutans por ml. de muestra segun género, determina igualmente que los hombres
presentan una media relativamente mayor a la media de las mujeres en el conteo de las
UFC de Str. mutans de la muestra basal, como se observa en la Tabla VII.

Por otra parte, en la Tabla VIIl, que expresa la presencia de UFC/ml de
Lactobacillus de la muestra basal de nuestra unidad de estudio (cepillo dental), segun
género, refleja un valor mayor en la media de las mujeres versus la media de la muestra
basal en hombres, que determind un valor menor.

Regularmente existe una fuerte asociacion entre la acumulacion de placa dental
y la presencia de caries (Aguilera et al., 2004). Y asimismo, existe una variacion
considerable en la destreza manual de cada individuo para desarrollar la remocién
mecanica de la placa. No obstante, a la mayoria de los individuos sanos se les puede
ensefar a limpiar sus dientes efectivamente, mediante el uso de un cepillo convencional
(Kidd, 2005).



En nuestro estudio, la correlacion entre sumatoria COPD-ceod con cantidad de
UFC/ml de Streptococcus mutans y Lactobacillus en cepillos dentales arrojé un valor
negativo de correlacion, como se observa en las Tablas IX y X, lo que refleja una
relacion inversamente proporcional entre la actividad cariogénica expresada por el
paciente y la cantidad de UFC de Str. mutans y la cantidad de UFC de Lactobacillus
que se desarrollan en el medio de cultivo a partir de la muestra.

Considerando los estudios que encuentran conteos de Str. mutans negativos en
saliva de individuos con caries coronal o en superficie radicular, aunque en
proporciones bajas (Walsh y Tsang, 2008), se considera dentro de los parametros
esperados que el paciente que presenta mas actividad cariogénica no necesariamente
presente mayor conteo de Str. mutans, teniendo siempre presente que nuestra
investigacion utiliza al cepillo dental como unidad de estudio y no se basa en cultivos de
saliva o directos desde la boca del paciente. Ademas, a pesar de la evidencia que
soporta la fuerte asociacién de S.mutans con caries inicial y caries avanzada, Loesche
y Straffon, en 1979, sefialaron que la caries dental puede ocurrir en ausencia de
Streptococcus mutans; asimismo, Kleinberg, en 2002, observé que individuos con altos
contajes de S.mutans no necesariamente desarrollan lesiones de caries (Figueroa-
Gordon et al., 2009).

Que el conteo de UFC/mI de muestra sea menor en pacientes con alta actividad
cariogénica y mayor en los con baja actividad, también se puede relacionar con el modo
y frecuencia de uso del cepillo dental por parte de los pacientes. Aquellos que
presentan mayor actividad cariogénica pueden presentar una deficiente remocion de
biofilm, por lo que los niveles de bacterias adheridas al cepillo dental (unidad de
estudio) serian menores. E inversamente, pacientes que tienen un menor indice COPD
pueden tener una mejor higiene y, en consecuencia, una mejor remocion mecanica, por
lo que el biofilm arrastrado por el cepillo dental sera mayor, y por lo tanto, nuestra
unidad de estudio se vera mas colonizada por microorganismos. De acuerdo a estudios
de Marinho y colaboradores, donde comparo el cepillado dental dos veces al dia versus
una vez al dia, demostré que los nifos que cepillaban sus dientes dos veces al dia
tenian un 14% menos de riesgo de caries versus quienes lo hacian sélo una vez al dia
(Marinho et al, 2003; citado en: Aranguiz y Rojas, 2006). Por lo tanto, podemos
considerar que la remocion mecanica de biofilm (cepillado dental) es un factor
indispensable en la prevencion del desarrollo de la caries dental (Aranguiz y Rojas,
2006), de acuerdo a la técnica y frecuencia con que se realice.

Mientras mas sea utilizado el cepillo dental, mayor es el numero de
microorganismos que permanecera en él (Wetzel et al., 2005). Este mismo autor explica
que la cavidad bucal puede sufrir una recontaminacion a causa de la retencion y
supervivencia de los microorganismos cariogénicos presentes en los cepillos de
dientes. El uso regular de los cepillos dentales advierte una contaminacion de éstos con
microorganismos, que luego colonizaran la cavidad bucal.

Ademas debemos considerar la contaminacion cruzada como un factor externo
que altera la concentracién de microorganismos presentes en los cepillos dentales en



estudio (Fuentes y Lopez, 2009). Esto podria facilitar la translocacion en un mismo
paciente desde tejidos infectados a tejidos no infectados y/o la transmision entre
individuos. (Rodriguez, 2009)

Bunetel y colaboradores, en el 2001, comprobaron que los cepillos dentales de
uso regular pueden ser altamente contaminados con microorganismos, dependiendo de
sus condiciones de almacenamiento (Bunetel et al., 2001; citado en: Fuentes y Lopez,
2009).

Rodriguez, en el 2009, menciond que los filamentos de los cepillos dentales son
un medio idéneo para el desarrollo de microorganismos que se localizan en el medio
ambiente, los que provenienen del medio ambiente, o de portadores o enfermos que
pudieran transmitirlos a través de su uso.

Al realizar el analisis de correlacién entre los microorganismos y la severidad de
las lesiones presentes en boca al momento del examen, se determind relacion
inversamente proporcional para todos los analisis correlacionales (Lesion/Str. mutans
en Tabla XllI; Cavitacion/Str. mutans en Tabla Xlll, y Cavitacion/Lactobacillus en Tabla
XIV), a excepcion de la correlacion de Pearson con los datos de lesion/Lactobacillus,
que dio un valor directamente proporcional, observado también en el Grafico 1, pero
aun asi, el resultado no es significativo para el analisis que se realizé. Todos estos
resultados se respaldan con lo explicado anteriormente: el simple hecho de que el
paciente utilice con mayor frecuencia el cepillo dental con una técnica correcta,
determinara que el arrastre bacteriano y retencion de estos en el cepillo sea mayor,
provocando una mayor colonizacion del cepillo en el tiempo (Wetzel et al., 2005).

Es importante que consideremos, para estos resultados, que el Lactobacillus
spp., a pesar de que se encuentra preferentemente en la superficie del dorso de la
lengua y no en la superficie dental, generalmente se asocia con la prevalencia e
incremento de caries, reflejando la acidez del medio ambiente bucal ocasionada por la
ingesta frecuente de azucares y la presencia de nichos ecolégicos (Crossner, 1981;
citado en: Sanchez et al., 2005).



VI. CONCLUSIONES



La realizacidon de este estudio, permitié relacionar microorganismos identificados y
cuantificados en cepillos dentales de pacientes pediatricos con distinta actividad
cariogeénica, estableciendo correlaciones no significativas.

Se establecio un nivel de Actividad cariogénica con un promedio de ceod-COPD de
6 dientes en los 27 pacientes examinados, pertenecientes a la base de datos de
UCEOT de la Escuela de Odontologia de la Universidad de Valparaiso. Este
promedio fue considerado Alto.

Por género, se observé que las mujeres presentan un promedio en el indice COPD-
ceod de 5,2 y los hombres tienen un promedio de 6,6.

Con el examen inicial se establecio la severidad de caries de los pacientes, tanto en
denticion temporal como definitiva, teniendo como promedio 1,5 lesiones y 2,4
cavitaciones.

Se logré identificar Streptococcus mutans en el cepillo dental, encontrando un
promedio de 17.610 UFC/ml en mujeres y de 110.000 UFC/ml en hombres.

Se logré identificar Lactobacillus spp. en el cepillo dental, determinando un
promedio de 21.610 UFC/ml en mujeres y de 15.600 UFC/ml en hombres.

Se relacionaron las UFC/ml de Streptococcus mutans y Lactobacillus spp. con la
actividad cariogénica de cada paciente en estudio (sumatoria de COPD-ceod),
determinando resultados de correlacién negativa en ambos. Con las UFC/ml de los
Str. mutan, el valor de correlacion de Pearson fue r=-0,364, estableciendo una
relacion inversamente proporcional entre las variables. Para las UFC/ml de
Lactobacillus spp., la correlacidén que se establecié arrojé como resultado r=-0,146.

Al establecer una correlacion entre las UFC/ml de Streptococcus mutans y el grado
de severidad de la caries (lesion o cavitacion) se lograron resultados negativos para
ambas variables: r=-0,233 para lesion; y r=-0,188 para cavitacién, estableciendo
una relacion inversamente proporcional. Al establecer la correlaciéon con las UFC/ml
de Lactobacillus spp., se obtienen resultados distintos, ya que la correlacion con
lesiones arrojo un valor positivo (r=0,067), por lo tanto, es directamente proporcional
mientras que para la correlacion con cavitaciones dio nuevamente una relacion
inversamente proporcional (r=-0,233).

La realizacién de este estudio instaura una linea investigativa en relacion al tema
tratado, que permitira la evaluacion y analisis del estado de los cepillos dentales en
cuanto a contaminaciéon microbiana, almacenamiento u otros, con el objetivo de
establecer pautas para la manipulacion adecuada, y en consecuencia, disminuir los
niveles de infeccion de ellos, no soélo de Lactobacillus spp. y Streptococcus mutans
spp., sino que también de otros microorganismos estudiados en el futuro.



VIl. SUGERENCIAS



Utilizar una muestra mayor permitira obtener correlaciones significativas.

Se trata de una investigacion de alto costo para los investigadores por lo que se
recomienda buscar financiamiento externo o auspicio.

Este estudio se ha establecido como base para el desarrollo de una linea
investigativa. Para futuras trabajos en el area sugerimos lo siguiente:

e Evaluar la técnica de cepillado en los pacientes al inicio del estudio con el
objetivo de clasificarla, segun parametros previamente establecidos.

e Considerar como variable la habilidad motriz del paciente.
e Observar manipulacion de cepillo dental posterior al cepillado, la que podria
tener influencia en la colonizacion y desarrollo bacteriano. (lavado, secado y

almacenamiento).

e Evaluar dieta cariogénica para establecer relaciones con actividad
cariogénica y severidad de caries.

e Evaluar de flujo salival y pH al inicio y final del estudio.

e Incorporar cepillo control para evaluar la contaminacion cruzada del cepillo en
estudio.

e Evaluar contaminacion ambiental de cepillo dental con bacterias comunmente
halladas en aerosoles del cuarto de bano.

e Estudiar otros microorganismos frecuentemente asociados al desarrollo y
progresion de la caries dental u otras patologias de base microbiana.

e Realizar cultivo bacteriano en boca para comparar con cultivo de cepillos
dentales.



VIill. RESUMEN



Identificacion y Cuantificacién de microorganismos en cepillos dentales de
pacientes con variada actividad cariogénica.

Resumen

Se realizé un estudio descriptivo en pacientes de 6-8 afios ingresados al sistema
de atencion Odontopediatrica de la Universidad de Valparaiso, donde se cuantificaron
UFC (unidades formadoras de colonias) de Streptococcus mutans spp. y Lactobacillus
spp. presentes en cepillos dentales, utilizando agares selectivos TYCSB y Rogosa,
respectivamente.

El objetivo de este estudio fue determinar UFC/ml de Streptococcus mutans y
Lactobacillus spp. en cepillos dentales de pacientes pediatricos y relacionarlas con
género, nivel de actividad cariogénica y grado de severidad de caries.

Se inicio el estudio con un examen odontoldgico general a cada paciente, donde
se determino su actividad cariogénica. Se observo, entre los pacientes examinados, un
promedio ceod-COPD de 6 dientes, con una severidad de 1,5 lesiones y 2,4
cavitaciones en promedio.

Se entregd un cepillo dental nuevo a cada paciente que fue utilizado durante 30
dias, desde el dia del examen. Posteriormente éstos fueron retirados en el domicilio de
cada uno de ellos, donde se tomd la muestra en suero fisiolégico estéril para evitar
contaminacion ambiental, la que fue trasladada al laboratorio donde se cultivaron
exitosamente en los agares mencionados.

Se determinaron resultados de correlacién negativa. Al relacionar las UFC/ml con
la actividad cariogénica, el valor de correlacion de Pearson fue r=-0,364 para S. mutans,
y r=-0,146 para Lactobacillus spp., estableciendo una relacién inversamente
proporcional entre las variables. La correlacion entre UFC/ml de Streptococcus mutans
y grado de severidad arrojé resultados negativos para ambas variables: r=-0,233 para
lesion; y r=-0,188 para cavitacion, estableciendo una relacion inversamente
proporcional. Para Lactobacillus spp., la correlacién con lesiones arrojé un valor positivo
(r=0,067), por lo tanto, es directamente proporcional, mientras que la correlacion con
cavitaciones dio nuevamente una relacion inversamente proporcional (r=-0,233).



Identification and Quantification of microorganisms in toothbrushes of patients
with varied cariogenic activity.

Abstract

A descriptive study was realized in 6-8 years old patients recruited in the
system of Pediatric Dental Attention of the University of Valparaiso, where were
quantified CFU (Colony-Forming Unit) of Streptococcus mutans spp. and Lactobacillus
spp. present in toothbrushes, using selective agar TYCSB and Rogosa, respectively.

The objective of this study was determine the CFU/ml of Streptococcus mutans
and Lactobacillus spp. in toothbrushes of pediatric patients and relate them with gender,
cariogenic activity level and caries severity degree.

The study began with a general dental examination to every patient, where it was
established their cariogenic activity. Among the examined patients was observed a
mean number of deft-DMFT of 6 teeth, with a mean severity of 1.5 carious injuries and
2.4 cavitations.

It was given a new toothbrush to every patient, which was used for 30 days
from the day of the examination. Later these were withdrawn in each one domicile, and
in there the sample was taken to avoid environmental contamination. After that, the
samples were transported to the laboratory and were successfully cultivated in their
respective agar.

Negative correlation results were obtained. When CFU/ml with cariogenic activity
were related, the Pearson correlation value was r=-0.364 for S. mutans, and r=-0.146 for
Lactobacillus spp., establishing an inversely proportional relationship between the
variables. The correlation between CFU/ml of Streptococcus mutans and the severity
level gave negatives results for both varialbles: r=-0.233 for lesion; and r=-0.188 for
cavity, establishing an inversely proportional relationship. For Lactobacillus spp., the
correlation with lesions gave a positive value (r=0.067), therefore, is directly
proportional, while the correlation with cavities gave an inversely proportional
relationship (r=-0.233)
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X. ANEXOS



11.1 Tabla XV: Tabla de distribuciéon del COPD y ceod por regién. indice ceod en Nifios
de 6 a 8 Aios por Regiones: Chile 1996 - 1997 — 1999.

REGION c e o ceod
1 1.84 0.90 0.58 332
I 2.18 0.560 0.60 3.38
1 1.87 0.88 0.33 3.10
v 213 0.79 0.97 3.89
v 1.10 046 0.68 224
Vi 2.26 093 0.83 402
Wil 2.52 1.02 1.20 474

VL 2.88 1.38 0.54 480
X 3.95 1.72 071 5498
X 2.88 1.48 1.22 5.58
Xl 224 200 1.00 924
Xl 1.78 1.01 1.13 3892
RM 206 1.07 1.16 425
Pais 2.25 1.10 0.84 4.19

(Ministerio de Salud — Chile, 2005)



11.2 Tabla XVI: Tabla de distribucién del COPD y ceod por region. indice COPD en
Nifos de 6 a 8 afos, por Regiones: Chile 1996 - 1997 — 1999.

Region c o P COPD
I 047 0.09 0.02 0.58
I 0.50 0.07 0.03 0.60
] 048 0.01 0.02 0.49
Y 0.63 0.10 0.04 0.77
W 0.32 0.08 0.02 042
Wl 0.93 0.13 0.01 107
VIl 0.79 0.24 0.08 1.11

W 0.92 0.13 0.06 1
X 1.00 0.09 0.11 120
X 1.26 0.15 0.07 148
Xl 0932 0.13 0.1 1.23
Xl 0.69 0.12 0.03 0.84
EM 0.95 0.15 0.07 17
Pais 0.7¢ 0.1 0.05 0.93

(Ministerio de Salud — Chile, 2005)



11.3 Tabla XVII: Reactivos BD LBS Agar (Lactobacillus Selection Agar)

Formula® por litro de agua purificada

Digerido pancreaticode |10,0g Hidrato acetato de sodio 25,09
caseina

Extracto de levadura 5,0 Acido acético 1,3 mL
Fosfato monopotasico 6,0 Sulfato magnésico 0,575 9
Citrato de amonio 2,0 Sulfato de manganeso 0,12
Glucosa 20,0 Sulfato ferroso 0,034
Polisorbato 80 1,0 Agar 15,0
_pH5,5+0,2

*Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.




11.4 Ne

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Certifico haber recibido la informacion necesaria para permitir que mi pupilo
participe de la investigacion de seminario de tesis: “ldentificacion de microorganismos
presentes en cepillos dentales de pacientes con variada actividad cariogénica”, la cual
tiene como objetivo encontrar una relacion entre los microorganismos encontrados en
los cepillos dentales de distintos niflos y la presencia de caries dental, siendo mi pupilo
seleccionado de manera aleatoria de entre la base de datos de la Escuela de
Odontologia de la Universidad de Valparaiso.

Estoy consciente de que la investigacion esta a cargo de tres alumnos tesistas
de la Escuela de Pre-grado de Odontologia de la Universidad de Valparaiso, bajo
supervision docente, quienes seran los encargados de realizar los exdmenes bucales,
la entrega de cepillos dentales y el retiro de estos en sus respectivos domicilios un mes
después del examen bucal.

El registro de la informacién obtenida sera confidencial y conservado por el
equipo de investigacion con fines académicos.

Esta investigacion no tiene ningun costo para mi ni mi pupilo, salvo la
movilizacion, de ser necesaria, para el primer y unico examen bucal, que sera
realizando en las clinicas de la Escuela de Odontologia de la Universidad de
Valparaiso.

De ser necesario algun tipo de tratamiento posterior, mi pupilo sera derivado a
las clinicas de Odontologia Integral Infantil de la Escuela de Pre-grado de Odontologia
de la Universidad de Valparaiso, ingresando al Sistema de Atencion de la Facultad. En
caso de que mi pupilo presente algun tipo de urgencia odontolégica (dolor, fiebre,
aumento de volumen por infeccion odontolégica) al momento del examen bucal, sera
tratada por parte de los investigadores.

Autorizo que mi pupilo participe de este estudio, retirandolo del mismo en
cualquier momento si lo estimo conveniente.

He recibido conforme una copia de este documento para una futura referencia.

Yo, RUT
(Nombre y Apellidos)

Apoderado de RUT
(Nombre y Apellidos)

Valparaiso, de , 2010.




11.5

FICHA ODONTOLOGICA SIMPLIFICADA N°
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(Reverso FICHA ODONTOLOGICA SIMPLIFICADA)

EXAMEN EXTRAORAL: (ATM, Tejidos Blandos y Anexos)

EXAMEN INTRAORAL: (Tejidos blandos, lengua, piso de boca)

OBSERVACIONES:

DERIVACION:




11.6 Tabla XVIII: Férmula e instrucciones para preparacion Agar SL Rogosa, marca
Biomark® (Biomark Laboratories, 2007).

B379 ROGOSA SL AGAR
Formula B379

Ingredients gms/Iit.

Tryptose 10.00

Yeast extract 5.00

Dextrose 10.00

Arabinose 5.00

Saccharose 5.00

Sodium acetate 15.00

Ammonium citrate 2.00

Monopotassium phosphate 6.00

Magnesium sulphate 0.57
Manganese sulphate 0.12
Ferrous sulphate 0.03
Polysorbate 80 1.00
Agar 15.00

Final pH (at 25°C) : 5.4 + 0.2

Directions

Suspend 75 gms. of B379 in 1000ml. distilled water. Boil to dissolve the medium completely.
Add 1.32 ml glacial acetic acid. Mix thoroughly, distribute into culture tubes or flasks. Heat to
90-100°C for 2-3 minutes. Cool to 45°C for direct inoculation. DO NOT AUTOCLAVE.



11.7 Métodos de cultivo en anaerobiosis (Gamazo, 2005):

Para realizar un cultivo en anaerobiosis se pueden seguir los siguientes métodos:
1. Siembra en profundidad: Doble capa. No es muy eficaz porque el O2 difunde pronto.

2. Siembra en tubo con medio sdlido: Transferir el indculo con pipeta o asa de siembra
a un tubo con el medio de cultivo fundido a 45-50 °C (no agitar el tubo durante la
siembra para evitar la oxigenacion del medio). Dejar solidificar el agar antes de poner
los tubos a incubar.

3. Siembra en tubo con medio liquido: Transferir el indculo a un tubo con caldo y afiadir
una capa de vaselina estéril, de forma que la superficie del caldo quede totalmente
cubierta para impedir la difusion del O2 al medio. Antes de inocular es conveniente
hervir el medio durante 10 min para liberar el O2.

4. Utilizacion de jarras de anaerobios (Jarras GasPack): Se consiguen condiciones de
anaerobiosis mas estrictas que con los métodos anteriores. Son jarras con cierre
hermético que disponen de un generador de hidrégeno (H2 + O2 ----> H20 ) o de CO2,
y un indicador de anaerobiosis REDOX (papel de filtro impregnado con un compuesto,
por ejemplo azul de metileno, que se vuelve blanco cuando se reduce).

5. Método de la vela: Si en el laboratorio no se dispone de jarras de anaerobiosis, se
puede utilizar un método mas sencillo y econdmico. Colocar las placas y los tubos
sembrados junto con una vela encendida en el interior de un frasco con tapén de rosca.
Cerrar el frasco herméticamente. Cuando la vela consume todo el O2 del frasco, se
apaga consiguiendo de esta manera una atmdsfera anaerobia. Este fue el método
utilizado en este estudio.



11.8 Reglas para conteo de colonias en placa: (Shirai, 2005)

Seleccionar aquellas placas donde aparezcan de 30 a 300 colonias, pues hay
menor error en el conteo.

Contar todas las colonias de la placa. Si el numero se estima mayor de 300 y no
hay diluciones subsecuentes:

- 301-500 colonias se divide en dos partes y el numero de colonias contadas se
multiplica por 2.

- 501-800 colonias se divide en cuatro partes y el numero de colonias contadas se
multiplica por 4.

- >800 colonias se cuentan de 10 a 20 cuadros se promedia y se multiplica por el
numero de cuadros que ocupa la caja.

- ElI numero de colonias contadas debera ser multiplicada por el inverso de la
dilucion y considerar si la técnica fue por vertido o por superficie (debido al
volumen de la muestra).

- Redondear la cifra obtenida en el recuento de tal forma que haya dos digitos al
inicio de la cifra por ejemplo:

e 129 se reporta 130
o 2,417 se reporta 2400
e 49 se reporta 49.



11.9 Grafico 2: Promedio de UFC/ml de ambos microorganismos segun género.
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11.10 Grafico 3: Relacion entre Valor logaritmico del numero total de UFC/ml de Str.
mutans y el valor total del indice ceod-COPD del paciente.
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11.11 Grafico 4: Relacion entre Valor logaritmico del numero total de UFC/ml de
Lactobacillus y el valor total del indice ceod-COPD del paciente.
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11.12 Grafico 5: Relacion entre UFC/ml de Str. mutans y el Numero de lesiones del
paciente.
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11.13 Grafico 6: Relacion entre UFC/ml de Str. mutans y el Numero de cavitaciones del
paciente.
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11.14 Tabla XIX: Correlacion de Pearson entre UFC/ml de Lactobacillus y Numero de

lesiones.
UFC/ml Lactobacillus

N° de Lesiones Correlacién de Pearson 0,067
Sig. 0,739
N 27

11.15 Grafico 7: Relacion entre UFC/mI de Lactobacillus y el Numero de cavitaciones
del paciente.
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