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RESUMEN

El interés en la terapia probidtica para prevenir enfermedades orales ha crecido
notablemente a lo largo de los afios. La eliminacion de los miembros patégenos de la
cavidad oral se ha intentado manejar con enfoques preventivos, donde los probidticos son
candidatos para combatir bacterias mediante bacterioterapia debido a que tienen una
capacidad para sobrevivir en un entorno acido donde estdn presentes especialmente el
Streptococcus mutans y Lactobacillus sp causantes de la caries dental. Se ha encontrado
que los probidticos causan un efecto de inhibicion en la colonizacion de patdgenos
cariogénicos, ayudando asi a reducir la incidencia de caries en los nifios.

El objetivo de este estudio fue comparar el efecto de un alimento enriquecido con
probidticos a base de Lactobacillus rhamnosus GG, sobre el recuento de Streptococcus
mutans y Lactobacillus sp y la presencia de lesiones cariosas en nifios de 3 a 4 afios en Cali,
Colombia después de 9 meses de intervencion.

El estudio fue un ensayo clinico controlado doble ciego. Los participantes eran nifios de 3 y
4 afios (n = 124) que asistian a Centros de Desarrollo Infantil del Instituto Colombiano de
Bienestar Familiar (ICBF), en la zona de ladera de la ciudad de Cali, pertenecientes a
estratos socioecondmicos 1y 2. Los nifios fueron asignados por conglomerados a 2 grupos
paralelos: los nifios del grupo de intervencion recibieron 200 g de leche suplementada con
el probidtico Lactobacillus rhamnosus GG 5x10°% UFC/g y Bifidobacteruim longum 3x10°
® mientras que los nifios del grupo de control recibieron leche estandar, las dos leches
idénticas en sabor y apariencia. Las intervenciones ocurrieron los dias laborables durante 9
meses. La evaluacién clinica de los participantes se evalud utilizando el Sistema
Internacional de Deteccidn y Evaluacion de Caries (ICDAS) y el indice de placa de Silness
y L6e modificado. Los recuentos de Streptococcus mutans y Lactobacillus se evaluaron con
cultivos microbioldgicos de saliva, ademas de incluyeron analisis del pH salival y la
capacidad amortiguadora de las muestras de saliva no estimulada.

En los resultados el grupo probi6tico mostr6 una disminucion en la prevalencia de la caries
pasando del 61% al inicio del estudio al 53,3% al final de la intervencion, el grupo control
mantuvo una prevalencia muy similar, de 48,9 al 47,2% respectivamente. Se redujeron
significativamente los conteos salivales de S. mutans después de la intervencién, con
conteos <10.000 UFC/ml en el 86% del grupo probidtico. No se observaron diferencias
significativas en el recuento de Lactobacillus. En las caracteristicas fisicoquimicas de la
saliva, no se encontraron diferencias significativas en el pH.

En conclusion, la ingesta regular a largo plazo de leche suplementada con probidticos tiene

un efecto inhibidor sobre los conteos de S. mutans y puede ser beneficioso en la prevencion
del desarrollo de la caries en nifios en edad preescolar.
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SUMMARY

Interest in probiotic therapy to prevent oral diseases has grown markedly over the years.
The elimination of pathogenic members of the oral cavity has been attempted with
preventive approaches, where probiotics are candidates to fight bacteria by bacteriotherapy,
because they have a capacity to survive in an acidic environment where Streptococcus
mutans and Lactobacillus sp causing tooth decay. It has been found that probiotics cause an
inhibitory effect on the colonization of cariogenic pathogens, thus helping to reduce the
incidence of caries in children.

The objective of this study was to compare the effect of a feed enriched with probiotics
based on Lactobacillus rhamnosus GG, on the counts of Streptococcus mutans and
Lactobacillus sp and the presence of carious lesions in children aged 3 to 4 years in Cali,
Colombia after 9 months of intervention.

The study was a double-blind controlled clinical trial. The participants were children aged 3
and 4 (n = 124) who attend children's homes of the Colombian Institute of Family Welfare
in the hillside area of the city of Cali belonging to socioeconomic strata 1 and 2. The
children were assigned by clusters A 2 parallel groups: the children in the intervention
group were give 200 g of milk supplemented with the probiotic Lactobacillus rhamnosus
GG 5x10° UFC/g y Bifidobacteruim longum 3x10°® ® whereas the children in the control
group received the standard milk, the two milks had indentical flavor and appearance. The
interventions occurred on monday to friday for 9 months. Forme clinical evaluation of the
participants wes used the International Caries Detection and Assessment System (ICDAS)
and the modified Silness and L6e Plate Index. The counts of Streptococcus mutans and
Lactobacillus were evaluated with microbiological cultures of saliva, and in addition were
made analyzes of the salivary pH and the buffering capacity of the samples of unstimulated
saliva.

In the results, the probiotic group showed a decrease in the prevalence of caries from 61%
at the start of the study to 53, 3% at the end of the intervention, the control group
maintained a very similar prevalence, from 48.9% to 47.2%, respectively. Salivary counts
of S. mutans were significantly reduced after the intervention, with counts <10,000 CFU /
ml in 86% of the probiotic group. There were no significant differences in Lactobacillus
counts. In the physicochemical characteristics of saliva, no significant differences in pH
were found.

In conclusion, the regular long-term intake of milk supplemented with probiotics has an

inhibitory effect on Streptococcus mutans which can be beneficial in preventing the
development of caries in preschool children.
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1. INTRODUCCION

Los probidticos son microorganismos Vvivos que tras la ingestidbn en concentraciones
suficientes pueden ejercer beneficios para la salud del huésped. Esta definicion de
probidticos fue derivada en el 2001 por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentaciéon (FAQO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), y ha
sido el término de referencia para la ciencia y la reglamentacion posterior (FAO / OMS
2002). La demanda de alimentos que contienen probioticos se esta expandiendo a nivel
mundial debido a que continua la generacion de evidencias de investigaciones que indican
sus beneficios potenciales para la salud de los consumidores (1).

Entre las estrategias con potencialidad para el control de la caries dental, se encuentran las
acciones de deteccion temprana, el minimizar los factores de riesgo, la higiene oral, el
control de la dieta, la aplicacién de fluoruros y sellantes y el control biolégico, este tltimo
se ha venido estudiando recientemente con el efecto de diferentes alimentos enriquecidos
con probiodticos y su efecto sobre microorganismos cariogénicos, principalmente el
Streptococcus mutans y la salud oral en general (2, 4, 6).

La caries dental es la enfermedad bucal mas comin en el mundo, siendo un importante
problema de salud puablica, por su alta prevalencia, impacto en los individuos y en la
sociedad, con alto costo de tratamiento para los servicios. Se presenta desde los primeros
afios de vida y puede llegar a ser una enfermedad crénica compleja destructiva que
repercute el bienestar humano. La caries dental, resulta de la interaccion a través del
tiempo de distintos factores, como las caracteristicas de los dientes, la saliva, la dieta alta en
carbohidratos, la higiene oral y la salud general del individuo, permitiendo asi que algunos
microorganismos de la placa bacteriana causen la desmineralizacidn del esmalte dental con
acidos producidos en el metabolismo microbiano y los proceso de remineralizacion del
diente que producen desequilibrio mineral, ademas de la pérdida del balance acido de la
boca, acidificandose el medio y contribuyendo a la proliferacion de bacterias altamente
cariogénicas, entre estas se encuentra Streptococcus mutans y Lactobacillus sp. (7, 8, 9, 15,
16).

Los productos alimenticios funcionales con probi6ticos se asemejan a los alimentos
convencionales en términos de apariencia, pero estan compuestos de componentes
bioactivos que pueden ofrecer beneficios fisiolégicos para la salud mas alla de las
funciones nutritivas. Dentro de la odontologia, estudios previos con probidticos de cepas de
lactobacilus como Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei y Lactobacillus reuteri con ingestas a corto plazo, han demostrado que
pueden inhibir el crecimiento o una colonizacion reducida de Streptococcus mutans y
Lactobacillus sp asociados a caries dental (2, 24, 22, 20, 19).
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Por lo anterior, el propdsito de esta investigacion fue identificar el efecto de un alimento
enriquecido con probidticos a base de LGG, sobre el recuento de Unidades Formadoras de
Colonia de Streptococcus mutans y la presencia de lesiones de caries en nifios de 3 a 4 afos
en Cali, Colombia.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 Pregunta de investigacion

¢ Cudles son los efectos de un alimento enriquecido con probidticos a base de Lactobacillus
rhamnosus GG sobre los recuentos de unidades formadoras de colonia de Streptococcus
mutans y Lactobacillus sp. y la presencia de caries incipiente en nifios de 3 a 4 afios en
Santiago de Cali?

2.2 Justificacion

En el afio 2001 la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), reconocen los
probidticos con microorganismos vivos que tras la ingestion en concentraciones suficientes
pueden ejercer beneficios para la salud del huésped, lo que ha sido el término de referencia
para la ciencia y la reglamentacion posterior (1). Entre los probiéticos mas evaluados en
cavidad bucal se encuentran L. rhamnosus GG, Bifidobacterium, Lactobacillus reuteri y
Lactobacillus bulgaricus, entre otros (2, 4, 3, 5). Como se menciond, la ingesta de L.
rhamnosus GG ha mostrado una disminucion en el recuento de UFC de Streptococcus
mutans, un efecto inhibitorio de la microbiota oral patdgena, una reduccion en la aparicion
de nuevas lesiones de caries dental y un efecto benéfico en la salud oral posterior al
consumo (6, 4).

La formacién de la placa bacteriana es un proceso natural, propio de la dinamica bucal; por
tal motivo, hoy en dia se considera que la caries dental es un proceso cambiante,
ininterrumpido de desmineralizacién y remineralizaciéon del esmalte dental (7, 8). Aunque
se acepta que la etiologia de la caries dental es multifactorial, algunos microorganismos en
la placa bacteriana son necesarios mas no suficientes para el proceso, entre estos se
encuentra Streptococcus mutans y Lactobacillus sp (9).

En Colombia, el Plan Nacional de Salud Pdblica 2007-2010 destac6 como prioridades
nacionales en salud, la salud de los nifios y la salud oral (10). El Plan Decenal de Salud
Publica 2012-2021 (11), propone como metas del Componente de Condiciones cronicas
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prevalentes para el 2021, "incrementar en el 20% la poblacién del pais sin caries, con
énfasis en la primera infancia, nifiez y adolescencia indice de Caries Dental (COP=0) (10).

La mencion que hace el Ministerio de Salud y Proteccion Social se revela en varios
estudios que han determinado una prevalencia de caries dental superior al 60% en nifios
menores de seis afios (12, 13, 14). El desarrollo de estas lesiones clinicamente visibles
puede controlarse mediante la aplicacion de algunas estrategias entre las que se encuentran
la deteccién temprana de los factores de riesgo, la educacién en higiene oral, el control de
la dieta, la aplicacion de fluoruros y sellantes, y el control bioldgico (15).

Aunque en Colombia, hasta el momento no se encuentran publicaciones sobre el control
biolégico de los microorganismos en cavidad bucal, en otros paises se ha investigado el
efecto de diferentes alimentos enriquecidos con probi6ticos y su efecto sobre Streptococcus
mutans, principalmente (2, 4, 6, 16). El periodo de seguimiento de estos estudios ha sido
breve (dos semanas a siete meses) pero los resultados han mostrado una reduccion en el
recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de Streptococcus mutans tanto en
nifilos como en adultos, al usar la cepa LGG (2, 17).

De acuerdo con los estudios de referencia, los ensayos clinicos controlados realizados en
nifios para evaluar el efecto de la administracion probioticos en la colonizacion oral de
Streptococcus mutans, encuentran que los sujetos recibieron bacterias probidéticas utilizando
diferentes vehiculos (2, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24), s6lo dos estudios no demostraron
ningun cambio en los niveles de S. mutans (4). En un ensayo clinico en el que la cepa LGG
estaba presente en a la leche que consumian nifios preescolares durante cinco dias por siete
meses, se encontrd que el 6% de los nifios de 3 a 4 afios del grupo experimental presentaron
nuevas lesiones de caries dental comparado con el 15% del grupo control (2). De acuerdo
con Stecksen- Blicks (24) y Twetman (25), seria necesario tratar a once nifios para que uno
se encuentre libre de la enfermedad. Por lo tanto, esta es una alternativa de control del
proceso de caries dental que merece atencion puesto que podria ser una medida facil de
implementar y sus beneficios se reflejarian en una disminucién de la prevalencia de caries
dental en nuestro pais, en un grupo etario especialmente vulnerable al dafio dental.

Por lo anterior, esta investigacion pretende evaluar el efecto de un alimento enriquecido con
probidticos a base de LGG, sobre el recuento de Unidades Formadoras de Colonia de
Streptococcus mutans y la presencia en lesiones de caries en nifios de 3 a 4 afios en Cali,
Colombia, a partir de la evaluacion clinica de la caries dental y analisis microbiolégico de
la saliva, en el inicio y con seguimientos durante el tratamiento a un grupo intervenido y un
grupo control.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Caries dental

El término caries dental se usa para describir los signos y sintomas de la disolucion de la
superficie dental, con la destruccién localizada de los tejidos duros dentales, susceptibles a
los subproductos acidos formados por bacterias en el proceso de metabolismo de los
azucares derivados de la dieta (9). Los signos de la desmineralizacion cariosa se observan
en los tejidos dentales duros, pero el proceso de la enfermedad se inicia dentro de la placa
bacteriana que cubre la superficie del diente. La caries dental es una enfermedad cronica
que progresa lentamente en la mayoria de las personas, en su etapa inicial es reversible y
puede detenerse en cualquier etapa. (26).

Es una enfermedad compleja o multifactorial desde una perspectiva de causalidad, con la
interaccion a través del tiempo de factores microbioldgicos, genéticos, inmunoldgicos,
conductuales y ambientales que contribuyen a su riesgo y gravedad (27). El desarrollo de la
caries requiere azucares y bacterias, pero es influenciado por la susceptibilidad del diente,
el perfil bacteriano, la cantidad y calidad de la saliva, los bajos niveles de fluoruro, el
tiempo durante el cual los carbohidratos fermentables estdn disponibles para la
fermentacion bacteriana, es decir, la frecuencia de la ingesta de azUcar y los
comportamientos preventivos como la limpieza de los dientes. La caries dental es el
resultado de un desequilibrio ecoldgico entre los minerales del diente y los microbioldgicos
orales (9).

Las bacterias viven en los dientes en microcolonias que estan encapsuladas en una matriz
organica de polisacaridos, proteinas y ADN secretados por las células, protegidas contra la
desecacion, defensas del hospedero y depredadores, que proporciona mayor resistencia a
los agentes antimicrobianos (28). Los mecanismos del proceso de caries son similares para
todos los tipos de caries. Las bacterias endogenas (9, 29) como Streptococcus en gran parte
mutans (Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus y Lactobacillus sp) producen
acidos organicos débiles como subproducto del metabolismo de los carbohidratos
fermentables en la placa dental o biofilm. Este acido hace que los valores de pH local
caigan por debajo de un valor critico que da lugar a la desmineralizacion de los tejidos
dentales (30, 31, 29).

La desmineralizacién puede ser reversible en sus etapas iniciales mediante la absorcion de
calcio, fosfato y fluor, evitando que continte la difusion del calcio, fosfato y carbonato
propios del diente, y de este modo no llegar a estados severos de caries cavitada. El
mecanismo de accion del fltor permite catalizar la difusion de calcio y fosfato en el diente,
para remineralizar las estructuras cristalinas en la lesion (32).
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3.2 Factores etioldgicos de la caries

La caries dental es una enfermedad infecciosa producida por la biopelicula bacteriana que
se expresa en un ambiente bucal predominantemente patologico. A pesar que las bacterias
acidogénicas han sido aceptadas como el principal agente etioldgico, la caries dental es
considerada como multifactorial, ya que también participan factores dietéticos y del
huésped (33).

Uno de los principales factores etioldgicos de la caries es S. mutans, es particularmente
eficaz en la formacion de biofilms en los tejidos duros de la cavidad oral humana. El
biofilm presente en la cavidad oral es una estructura tridimensional, que consisten en cepas
bacterianas en fase fluida, que se anclan a superficies sélidas tales como esmalte de dientes,
raices de dientes o implantes dentales, que estan recubiertas por una pelicula de saliva,
embebidos en una matriz de exopolisacaridos, esta superficie es reconocida por las
bacterias que en fase fluida (planctonica) que se adhieren a esa pelicula por medio de
adhesinas especializadas de la superficie celular bacteriana que reconocen las proteinas de
la pelicula (34).

La estructura y composicion de la matriz exopolisacérida estd determinada por las
condiciones existentes en la cavidad oral y cambia con el tiempo. Los polisacaridos
extracelulares (EPS) también afectan las propiedades fisicas y bioquimicas de la biofilm.
Las fuentes primarias de EPS son glucosiltransferasa (Gtf) y fructosiltransferasa (Ftf),
productos de interaccion con sacarosa e hidrolizados de almidon. (35, 36). La adhesion
de S. mutans a las superficies dentales es el primer paso en la formacién de biofilms y esta
mediada por mecanismos dependientes de sacarosa Y sin sacarosa. S. mutans expresa varias
adhesinas superficiales que se pueden unir a las peliculas salivales formadas en los dientes,
mientras que la adhesidn dependiente de la sacarosa estd mediada por las proteinas de union
al glucano (37, 38, 34).

La exposicion a sacarosa 0 una combinacion de sacarosa y almidon da lugar a la formacion
de glucano in situ que proporciona sitios de unién para una diversidad de microorganismos.
La estructura y la arquitectura tridimensional de la matriz de polisacarido probablemente
cambian con el tiempo como resultado de los desafios ambientales encontrados en la
cavidad oral, como la accion de mutanasa y dextranasa encontradas dentro de la placa (35,
36). El proceso de formacion de biofilm comienza con el recubrimiento de la superficie del
diente a través de la pelicula salivar. Esta pelicula esta formada por componentes salivales,
80% agua, 13% proteinas salivares tales como proteinas ricas en prolina, amilasa, lisozima,
histatina, peroxidasa, mucina, 5% glucanos y 2% fuctanos, que dan lugar a los
componentes bacterianos, como Ftf, Gtf, acido lipoteicoico, adsorbido especificamente en
la lamina de esmalte adquirida (AEP), que es la base para la formacion de biofilm inducida
por microorganismos que coloniza la cavidad oral (35, 34).
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La aparicién de la caries dental no depende de manera exclusiva de los factores etioldgicos
primarios, sino que la generacién de la enfermedad requiere de la intervencidn adicional de
otros factores, llamados moduladores, los cuales contribuyen e influyen decisivamente en el
surgimiento y evolucion de las lesiones cariosas Entre ellos se encuentran: el tiempo, la
edad, la salud general, fluoruros, escolaridad, nivel socioecondémico, experiencia pasada de
caries y grupo epidemioldgico. Las variables de comportamiento son aquellas acciones
individualizadas de caréacter voluntario, relacionadas con las costumbres culturales
inherentes a cada individuo, que también intervienen en la aparicion y desarrollo de la
enfermedad. Entre ellas son especialmente importantes las concernientes al cuidado de la
salud bucal, como: cepillado, uso de hilo dental, consumo de azucares y frecuencia de
visitas al dentista. (9).

El desarrollo econémico y la condicion socioeconémica son factores fuertemente
relacionados con la etiologia de la caries dental puesto que los nifios de estrato
socioeconémico alto tienen mayor posibilidad de realizar su higiene bucal con pasta de
dientes con flior y de forma frecuente (39). Ademads, se ha encontrado una fuerte
asociacion entre la frecuencia del cepillado de los dientes y la prevalencia de caries dental
(40). Para la ciudad de Cali, (41) se reportod que los estratos socioeconémicos con mayor
proporcion de caries dental fueron los de nivel bajo, correspondiente al uno y dos. Asi
mismo observaron que los nifios que no se cepillaban los dientes antes de ir a la cama
presentaban mas lesiones de caries dental (41).

3.3 Placa bacteriana oral

La cavidad oral humana alberga un complejo ecosistema microbiano caracterizado por la
variabilidad espaciotemporal en la composicion de las especies, los microorganismos que la
habitan se encuentran principalmente en forma de placa dental o biofilms, que se
desarrollan progresivamente en 4 horas después de las comidas en ausencia de higiene oral
(42). El proceso se inicia a través de una union de baja afinidad de células en fase fluida a
un sustrato, seguido por una adhesion de alta afinidad mediada por receptores
especificos. Las microcolonias se desarrollan al crecer y dividir las células unidas, a veces
denominadas pelicula de union. Posteriormente, el reclutamiento de células de la fase fluida
conduce al desarrollo posterior de la comunidad. Ademas, el reclutamiento de mdltiples
especies en estrecha proximidad, conduce a la formacion de comunidades multiespecificas
(polimicrobianas), lo que representa la situacién mas comun en la naturaleza. La integridad
de la comunidad de biofilm se mantiene mediante la adhesién inter-microbiana, la
sefializacion celular mediante el contacto célula a célula y la comunicacion metabdlica
(43).
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Un biofilm completamente desarrollado contiene microorganismos, matriz extracelular y
ADN extracelular, su desarrollo y mantenimiento es un factor esencial para la
supervivencia y crecimiento microbiano, tanto en el medio ambiente como en el
huésped. Las células experimentan una multitud de cambios en la transicion de la fase
fluida al biofilm de crecimiento. Estos comienzan con la deteccion de sefiales difusibles que
son secretadas por un conjunto de células microbianas y reconocidas por otros. La
adherencia célula a célula especifica segun lo dictado por los pares de adhesina-receptor
sobre las respectivas superficies bacterianas también puede dirigir el desarrollo de la
comunidad (44).

En la placa bacteriana oral o biofilm, los colonizadores primarios como los Streptococcus y
los Actinomyces, se unen a la pelicula salivar, que recubre el esmalte, posteriormente
crecen junto con colonizadores secundarios como los Lactobacillus y desarrollan
gradualmente comunidades. La secrecién salival del huésped frustra la capacidad de las
células en fase fluida de crecer antes de ser tragadas. Por lo tanto, las bacterias orales
evolucionaron para formar biofilms en superficies de dientes duros y en tejidos epiteliales
blandos, que a menudo contienen multiples especies bacterianas. (45). Recientemente se ha
apreciado la prevalencia de biofilms de especies mixtas y su implicaciéon en diversas
infecciones. Esta apreciacion ha destacado la necesidad de una mejor comprension de las
interacciones y dindmicas dentro de las comunidades mixtas, lo cual es necesario para
prevenir o tratar con éxito infecciones que involucran biofilms mixtos como la caries dental
(46).

En esta patologia infecciosa, las bacterias Streptococcus del grupo mutans, principalmente
Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus, son las que se han asociado con mayor
frecuencia al desarrollo de lesiones cariosas (47). Estos microorganismos juegan un rol
vital en la patogenia de la caries, debido a su capacidad para favorecer la desmineralizacién
del diente. Sin embargo, es importante recordar que esta patologia es multifactorial e
intervienen tanto factores personales como ambientales, dentro de los que destacan la
susceptibilidad genética individual, las caracteristicas del diente y la saliva, la dieta, los
habitos higiénicos, el nivel educacional.

En la placa, cuando ciertas cepas dafiinas crecen en mayor nuimero, pueden contribuir y
causar enfermedades bucales, como la caries dental. Los carbohidratos en la dieta tienen
una influencia sobre el equilibrio de la microbiota oral residente, debido a la sustitucion de
los azlcares simples por una glucoproteina (mucina), metabolizados por bacterias
cariogénicas como S. mutans y lactobacilos. Las personas que consumen frecuentemente
azUcar en su dieta corren mayor riesgo de caries dental. En estudios con animales o estudios
epidemioldgicos de seres humanos, no se ha podido determinar si el aumento de las
bacterias cariogénicas se debe a la subita disponibilidad de azlcar en si 0 es una respuesta a
las inevitables condiciones bajas de pH despues del catabolismo del azucar, conduciendo a
la degradacion de la homeostasis microbiana en la placa dental. (48).
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3.4 Clasificacion de las lesiones de caries dental

El avance en el conocimiento y comprension del proceso de formacion de la caries dental,
orienta a que se analice su magnitud y severidad a través de varios indices, que permitan
evidenciar la progresion de la lesion desde los estadios incipientes (opacidad en superficie
del esmalte) hasta la caries avanzada (con cavitacion evidente), lo que permite la deteccion
temprana y acciones en proteccion especifica.

3.4.1 Sistema internacional de clasificacion y manejo de caries (ICCMSTM)

La deteccion de caries dental en la etapa méas temprana es de suma importancia. La caries
dental es un proceso bioldgico reversible en las primeras etapas. Si se detecta caries dental
en la fase no cavitada, puede ser posible aumentar la remineralizacion o inhibir la
desmineralizacion mediante medidas preventivas apropiadas. Sin embargo, la mayoria de
los métodos de deteccién de caries eran ambiguos y tenian en cuenta s6lo las lesiones
cavitadas (49). El Sistema Internacional de Deteccion y Evaluacion de Caries (ICDAS),
desarrollado método visual para la deteccion de caries dental, para clasificar las diversas
etapas del proceso carioso que se extiende desde cambios clinicamente visibles en el
esmalte a cavitaciones. La caracteristica esencial de la ICDAS es la subdivision de las
etapas del desarrollo de la caries dental en un numero variable de categorias discretas y
predecibles basadas en la extension histoldgica de la lesion dentro del diente (50).

El Sistema Internacional de Deteccion y Evaluacion de Caries (ICDAS), sirve para la
deteccidn y evaluacion de la caries dental en la investigacion clinica y epidemioldgica, asi
como la préctica clinica. Este nuevo énfasis en la medicion y el tratamiento de la caries
puede indicar que la comunidad odontoldgica en todo el mundo ha empezado a reconocer la
necesidad de nuevos enfoques en la deteccion de caries, la evaluacion y gestion.

ICDAS mide los cambios superficiales y la posible profundidad histolégica de las lesiones
cariosas dependiendo de las caracteristicas de la superficie. El requisito primario para la
aplicacion del sistema ICDAS es realizar el examen en dientes limpios y secos. El
instrumento usado es un explorador terminado bola para quitar cualquier placa o restos del
alimento. Es muy recomendable que los dientes se limpien con un cepillo de dientes o una
cabeza de profilaxis antes del examen clinico (51).

Los cddigos ICDAS para la caries varian de 0 a 6 dependiendo del grado de la lesiéon (50)

La clasificacion de la caries coronal incluye la caries primaria y la caries cavitada como un
solo sistema de clasificacién (Tabla 1).
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Tabla 1. Criterios ICDAS para deteccién de caries dental y evaluacion de severidad

Superficies
sanas
(codigo Superficie dental sana sin evidencia de caries visible (sin
ICDAS 0) cambio o con cambio cuestionable en la translucidez del
esmalte) cuando se observa la superficie limpia y después
de secado prolongado con aire (5 segundos).
Estadio inicial
de caries Primer cambio visible o cambio detectable en el esmalte
(codigos visto como una opacidad de caries o decoloracion visible
ICDAS 1y 2) (lesion de mancha blanca y/o café) no consistente con el
aspecto clinico del esmalte sano (codigo ICDAS 102) y
que no muestran ninguna evidencia de ruptura de
superficie 0 sombra subyacente en dentina.
Estadio Una lesién de mancha blanca o café con ruptura
moderado de localizada del esmalte, sin dentina expuesta visible
caries (codigo ICDAS 3), 0 una sombra subyacente de dentina
(cédigos (cédigo ICDAS 4), que obviamente se originé en la
ICDAS 3y 4) superficie que se esta evaluando.

Estadio severo
de caries
(codigos

ICDAS 5y 6)

(Para confirmar la ruptura localizada del esmalte, una
sonda de la OMS, que tiene una bola en el extremo, se
puede pasar suavemente a través del area del diente, se
detecta una discontinuidad limitada si la bola cae en la
micro-cavidad/discontinuidad).

Cavidad detectable en esmalte opaco o decolorado con
dentina visible (cddigos ICDAS 5 0 6).

(Una sonda de la OMS puede confirmar si la cavidad se
extiende dentro de la dentina).

*Editada de ICDAS fundation website www.icdas.org la Guia ICCMS™ para clinicos y

educadores. Taller de implementacion del Sistema de Clasificacion y Manejo de Caries (ICCMS™),

Junio 2013. (52)
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3.4.2 Indice ceo

Fue desarrollado por Klein, Palmer y Knutson durante un estudio del estado dental y la
necesidad de tratamiento de nifios asistentes a escuelas primarias en Hagerstown,
Maryland, EE. UU., en 1935 (53). Se ha convertido en el indice fundamental de los
estudios odontologicos que se realizan para cuantificar la prevalencia de la caries dental.
Sefiala la experiencia de caries tanto presente como pasada, pues toma en cuenta los dientes
con lesiones de caries y con tratamientos previamente realizados.

Para la denticion temprana se consideran los 20 dientes y se calcula el ceo sumando los
dientes temporales cariados, extraidos y obturados. (54). Para obtener el ceo de un grupo, la
sumatoria se divide en el total de individuos examinados, por lo que es un promedio. Para
su mejor analisis e interpretacion se debe descomponer en cada una de sus partes y
expresarse en porcentaje o promedio. Esto es muy importante al comparar poblaciones.

En los nifios se utiliza el ceo (dientes temporales) en minuscula, las excepciones principales
son, los dientes extraidos en nifios por tratamiento de ortodoncia o perdidos por accidentes,
asi como coronas restauradas por fracturas. El ceo, no se incluyen los dientes extraidos con
anterioridad, sino solamente aquellos que estan presentes en la boca el (e) son extracciones
indicadas por caries solamente, no por otra causa.

3.5 Caries de la de la infancia temprana

La caries de la infancia temprana (CIT) es un término reciente que describe la caries dental
en los nifios. Segin la Academia Americana de Odontologia Pediatrica (AAPD), la
presencia de una o mas lesiones cariadas (no cavitadas o cavitadas), dientes ausentes debido
a caries o superficies dentales obturadas en cualquier diente primario en un nifio menor a 71
meses de edad (9).

Se desarrolla en las superficies de los dientes anteriores y también puede afectar los
molares primarios superiores o mandibulares. Comienza con lesiones de mancha blanca en
los incisivos primarios superiores a lo largo del margen de la encia. Si la enfermedad
continua, la caries puede progresar y conducir a la destruccién completa de la corona (De
55). El microrganismo mas importante en el proceso de la caries es Streptococcus mutans,
es conocido por colonizar la cavidad oral tan pronto como el tejido dental duro esta
presente, estas bacterias son transmitidas verticalmente de la madre o el cuidador en general
al nifio (56).
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3.5.1 Lesiones cariosas de la infancia temprana

La presencia de concentraciones localizadas y elevadas de &cidos en la superficie de
fijacion de biofilm tiene relevancia clinica, ya que podria explicar el patron heterogéneo de
lesiones cariosas durante el inicio de esta enfermedad en humanos. La caries dental se
caracteriza por el aspecto temporal y localizado/punteado de las regiones de
desmineralizacion en el esmalte de los dientes bajo la placa, clinicamente conocido como
manchas blancas (57). Estas manchas blancas eventualmente se fusionan en una lesion méas
amplia, en lugar de una capa difusa y homogénea de erosion. De este modo, la aparicion de
las lesiones y el nivel de desmineralizacion pueden asociarse con el tamafio de los
complejos de microcolonia bacterianas unidas a superficie (36).

La enfermedad es caracterizada por la presencia de lesiones en superficies lisas, con mayor
frecuencia en los incisivos superiores y en los primeros molares deciduos; este patron de
enfermedad es importante debido al progreso rapido y destructivo. Se observan lesiones de
mancha blanca desde que los incisivos aparecen en la boca, si no se realiza una
intervencion temprana en poco tiempo evolucionaran a lesiones cavitadas localizadas en el
tercio gingival, aunque también puede presentarse en las superficies proximales expuestas.
Los caninos y lossegundos molares pueden afectarse a medida que erupcionan (9).

3.5.2 Prevalencia de la caries en denticion temporal en colombia

El ENSAB IV (58), es una iniciativa del Ministerio de Salud y Proteccion Social en procura
de caracterizar las condiciones de salud-enfermedad bucal de la poblacion colombiana y
aproximarse de manera comprensiva a los aspectos sociales que, al parecer, podrian
determinar o influenciar estas condiciones a lo largo del curso de vida. La inclusién de la
primera infancia da un panorama sobre la politica de infancia que garantiza el desarrollo
integral de los nifios y de las nifias como un derecho universal, entendiendo la primera
infancia como una etapa que inicia desde su gestacion hasta los 6 afios de vida, crucial para
el desarrollo pleno en todos sus aspectos: bioldgico, psicoldgico, cultural y social. El
abordaje de estas edades en un estudio de salud bucal poblacional se considera de gran
importancia por el conocimiento del comportamiento de las condiciones de salud-
enfermedad bucal a tempranas edades.

El ENSAB 1V se considerd por primera vez en la valoracién de la caries de la infancia
temprana los nifios de 1 y 3 afios, encontrando que el 29,31% de los nifios de 1 afio ya
presentaban experiencia de caries, es decir que en su corta vida ya han presentado al menos
1 diente con caries avanzada sin tratamiento, o dientes obturados por caries o perdidos por
la misma causa. Continuando con la tendencia de la enfermedad, la experiencia de caries se
incrementa hasta 83,03% a los 3 afios y 88,83% a los 5 afios. La experiencia de caries hace
referencia a la proporcion de nifios que, al momento del examen en el estudio, presentan
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evidencia de caries en alguna de sus fases (estadio incipiente o avanzado) y secuelas
(obturados o perdidos por caries).

Cuando se identifica y clasifica la severidad de la caries desde los estadios incipientes que
afectan las superficies del esmalte, hasta las lesiones avanzadas con presencia de cavitacion
que comprometen incluso la dentina. En la denticion temporal, los nifios de 1, 3 y 5 afios
presentan en promedio 2,69 dientes con severidad 2 segun criterios ICDAS, indicando los
primeros cambios visibles en el esmalte. Esto es relevante en la medida en que al primer
afio, cuando hay en promedio 11 dientes presentes en boca, ya se presentan en promedio
0.86 dientes que dan sefiales de estadios incipientes de caries. Para los 3 y 5 afios el indice
para la severidad 2 (Caries incipiente), se incrementa a 3,62 y 3,63 respectivamente. En
estas edades también se incrementa el promedio de dientes con severidad 5, es decir con
cavidad detectable con dentina visible siendo de 0.15 en los nifios con el primer afio de
vida, de 1,10 y de 1,23 a los 3 y 5 afios respectivamente.

Los indices ceo, hacen referencia al promedio de dientes que en la poblacion presentan al
momento del examen con caries avanzada, obturaciones y pérdidas dentales por caries. El
valor promedio del ceo modificado c(-s icpas)e0 en la denticion temporal para el total de
nifios de 1, 3 y 5 afios se encuentra en 4,57; solo para los nifios de 1 afio el c-6 IcpAs)€0, Se
halla en 1,10 pasando a las edades de 3 y 5 afios a 5,86 y 6,78 respectivamente (58) .

3.6 Aspectos fisicos y quimicos de la saliva

La saliva humana es un fluido bucal que tiene varias funciones implicadas en la salud oral y
la homeostasis, con un papel protector activo en el mantenimiento de la salud bucal. La
saliva es esencial para una conservacion de toda la vida de la denticién. Varias funciones de
la saliva estan implicadas en el mantenimiento de la salud oral y la proteccién de los
dientes:

e La superficie del diente esta protegida contra el desgaste de forma continua
mediante una capa de mucinas salivales y glicoproteina rica en prolina.

e Las proteinas tempranas peliculares, proteinas y estaterina ricas en prolina,
promover la remineralizacion del esmalte mediante la atraccion de los iones de
calcio.

e La desmineralizacion es retardada por las proteinas peliculares, en concierto con los
iones de calcio y fosfato en la saliva y en el fluido de la placa.

e Las glico proteinas salivales impiden la adherencia de microorganismos orales a la
pelicula de esmalte y inhiben su crecimiento.

e La capacidad amortiguadora de la saliva (bicarbonato/carbonato) es responsable de
la rapida neutralizacion de los acidos.
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En la saliva humana se presenta en los principales sistemas de antimicrobianos. No solo los
conocidos grandes glicoproteinas salivales, incluyendo mucinas, glicoproteina rica en
prolina e inmunoglobulinas, sino también una serie de glicoproteinas salivales menores,
incluyendo aglutinina, lactoferrina, cistatinas y lisozima, participan en la primera linea de
defensa en la cavidad oral. Ademas, los pequefios péptidos antimicrobianos cationicos, por
ejemplo, defensinas, catelicidina y las histatinas, han entrado en el foco. Estos son
potencialmente adecuados como plantillas para el disefio de una nueva generacion de
antibidticos, ya que matan un amplio espectro de microorganismos. Los analisis de saliva
se han utilizado principalmente en odontologia y para estudios en enfermedades bucales
para ayudar a evaluar el riesgo de caries, midiendo la capacidad del buffer salival y el
contenido bacteriano (59)

La saliva ayuda a la formacion de bolo al humedecer los alimentos, protege la mucosa oral
contra los dafios mecénicos y desempefia un papel en la digestion preliminar de los
alimentos mediante la presencia de a-amilasa y otras enzimas. También facilita la
percepcion del gusto y también tiene un papel en el mantenimiento de la mineralizacion del
esmalte de los dientes. Los estudios de saliva es un area cada vez mayor de investigacion
con implicaciones para fines basicos y clinicos. Aunque este fluido bioldgico es facil de
manipular y recoger, una cuidadosa atencién debe ser dirigida a limitar la variacion en la
integridad de la muestra (60).

La saliva desempefia un papel muy importante en la salud oral. Basandose en los
componentes de la saliva, adopta propiedades tales como lubricacion, eliminacién de
sustancias no deseadas, digestion, neutralizacion de &cidos o bases, proteccion contra la
desmineralizacion y también un papel antimicrobiano (61). La saliva controla el equilibrio
entre la desmineralizacién y la remineralizacion en un ambiente cariogénico. La capacidad
amortiguadora de la saliva puede revertir el pH bajo de la placa y permitir la depuracion
oral, evitando asi la desmineralizacion del esmalte (62).

La saliva bafiando constantemente los dientes y la mucosa oral, funciona como una
solucion limpiadora, un lubricante, un amortiguador y un deposito de iones de calcio y
fosfato que son esenciales para la remineralizacién de las lesiones cariosas iniciales. Los
desequilibrios en los niveles de radicales libres, especies de oxigeno reactivo y
antioxidantes en la saliva pueden jugar un papel importante en el inicio y desarrollo de la
caries dental (63). Se ha reconocido desde hace tiempo que la saliva sirve como un espejo
de la salud del cuerpo, ya que contiene proteinas, hormonas, anticuerpos y otras moléculas
que se miden con frecuencia en los analisis de sangre estandar para controlar la salud y la
enfermedad. Sin embargo, a diferencia de la sangre entera, la saliva es facil de recoger,
menos dolorosa para el paciente y es menos infecciosa para el proveedor de atencion
médica. Los individuos sanos producen alrededor de un litro y un cuarto de saliva por dia.
(59)
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3.6.1 Capacidad amortiguadora de la saliva 'y pH

Bajo condiciones de reposo sin la estimulacion exdgena que esta relacionada con la
alimentacion, hay un flujo lento de saliva que mantiene la boca himeda y lubrica la
membrana mucosa. Este flujo no estimulado, es lo que es secretado por las glandulas
salivales la mayoria del tiempo. La saliva no estimulada es esencial para la salud y el
bienestar de la cavidad oral y también otorga un fuerte efecto protector a la cavidad oral
contra la caries dental.

La eliminacion de la placa facilita la eliminacion de la caries, dando como resultado menos
bacterias cariogénicas, menos acumulacion de carbohidratos y, en Gltima instancia, menos
produccién de 4acido. En muchos estudios, la presencia de placa se atribuyd a la
disminucion del pH salival. (64, 65). Las observaciones en poblaciones humanas sobre la
relacién entre el caudal total de saliva y la experiencia de caries de un individuo no han
sido concluyentes. Estudios anteriores indicaron que una alta tasa de flujo se asocia con
niveles bajos de caries. Sin embargo, ha surgido una correlacién mas clara entre el poder de
amortiguacion de la saliva total y la experiencia de la caries, con una mayoria de estudios
gue muestran la relacion inversa predicha (66).

La capacidad amortiguadora de &dicos (buffer) de la saliva se cumple a través de los
siguientes componentes: bicarbonato, fosfato, urea y proteinas anfoteras y enzimas. El
bicarbonato es el sistema de amortiguamiento mas importante. Se difunde en placa y actla
como un tampdn neutralizando acidos. Ademas, genera amoniaco para formar aminas, que
también sirven como un tampdn neutralizando acidos. Méas del 90% de la capacidad tampon
de la saliva no proviene de bicarbonato, se atribuye a péptidos ricos en histidina de bajo
peso molecular. La urea es otro tampdn presente en la saliva, libera amoniaco después de
ser metabolizado por la placa y por lo tanto aumenta el pH de la placa (67). La accion
amortiguadora de la saliva funciona mas eficientemente durante los altos caudales
estimulados, pero es casi ineficaz durante los periodos de bajo flujo de saliva no
estimulada, donde se evidencia principalmente la accion tampdn del fosfato (68).

La saliva que estd sobresaturada con calcio y fosfato actla como reservorio para iones
esenciales (69). En un ambiente propicio, el proceso de remineralizacién supera a la
desmineralizacion. Los valores méas altos de antioxidantes totales se han encontrado en
nifos con caries activa (70). En otros estudios Se ha encontrado que pH y la capacidad de
amortiguacion tienen wuna correlacion débil con la actividad de caries (70),
independientemente de la edad y el sexo (69). Por lo tanto, se puede especular que otros
factores como la microbiota, la dieta y la retencion de alimentos pueden dominar en el
iniciao de la caries, que es una enfermedad multifactorial.
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3.7 Probioticos

Alrededor de1900, se sugirié por primera vez administrar bacterias «sanas» para restaurar
la composicion microbiana y de este modo, inducir un efecto terapéutico (71). Los
probidticos pueden definirse como microorganismos vivos que, cuando se consumen en
cantidades adecuadas, confieren un efecto sobre la salud del huésped. (1). Una bacteria
probidtica puede mejorar la microbiata oral y competir con bacterias patdgenas en los
primeros afios de vida (72). Marsh (48) afirm0 que "las bacterias potencialmente
cariogénicas pueden encontrarse naturalmente en la placa dental, pero a pH neutro, estos
organismos son debilmente competitivos y estdn presentes sélo como una pequefia
proporcion de la comunidad total de placas”. En este punto los probidticos podrian ser
candidatos para combatir estas bacterias en la placa dental mediante bacterioterapia.
Estudios a corto y largo plazo sobre el consumo de probidticos en nifios, han demostrado
propiedades favorables en el mantenimiento de la salud oral (2, 20).

Los probidticos tienen un efecto potencial sobre la composicion microbiana salival,
promoviendo la inhibicion de la caries dental debido a su contenido de caseina, calcio y
fésforo (73). Se ha documentado que el pH é&cido y el contenido de sacarosa de los
productos lacteos permiten la formacion de biopeliculas y facilitan la adhesion de
Lactobacillussp a la superficie dental y el desarrollo de la caries (74). En este punto, la
relacién entre los productos lacteos y las bacterias cariogénicas en la placa dental es un
tema importante. Las especies acidogénicas y aciduricas de productos lacteos pueden
inhibir otros organismos competidores y hacer que su ambiente local, sea aun mas acido.
Algunas especies de probidticos pueden desempefiar un papel en el mantenimiento de la
salud mediante la promocion de un equilibrio microbiol6gico en la cavidad oral y factores
de defensa oral, como el sistema de peroxidasa salival que puede inhibir la acidogenicidad
de las bacterias (75). Algunos estudios encontraron que la produccion de polisacéridos
extracelulares insolubles en el biofilm derivado de un producto de leche probablemente se
redujo debido a la accion probidtica sobre la actividad bacteriana, probablemente alterando
el metabolismo especifico de Streptococcus mutans (76).

Estudios in vitro involucraron la importancia del mecanismo de coagregacion, un factor
clave en la formacion de biofilm y el desarrollo de placas dentales, entre los probidticos y
la S. mutans (77, 25), lo cual puede explicar parcialmente la reduccion de los recuentos de
S. mutans. Asumieron que las habilidades de coagregacion de las cepas probidticas podrian
haber permitido la formacion de una barrera que impida la colonizacion por bacterias
patdgenas. Un estudio in vitro sefial6 la actividad antimicrobiana dependiente del pH de los
probioticos, en la que también se obstaculizé la actividad de adhesion de S. mutans (78).
Aungue los altos recuentos de S. mutans no necesariamente significan un aumento del
riesgo de caries, disminuir la S. mutans sin afectar a la flora normal deberia hacer que la
placa sea menos virulenta (79).
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L. rhamnosus GG (LGG), es la bacteria probidtica mas estudiada. Fue originalmente
aislado del intestino humano en 1985 y nombrado después del descubrimiento (80). Los
efectos benéficos de LGG sobre la salud humana se documentaron pronto en muchos
estudios experimentales y clinicos (81). Partiendo de los estudios realizados in vitro, Ahola
et al (4) reveld que LGG podria inhibir la colonizacion de patdgenos cariogénicos,
ayudando asi a reducir la incidencia de caries en los nifios. Haukioja et al (82) también
revel6 que es capaz de modificar la composicion proteica de la pelicula salival,
especificamente evitar la adhesion de S. mutans.

Se han realizado diferentes estudios in vivo para probar el efecto de la administracion de
probidticos en el desarrollo de lesiones de caries y en el control de factores de riesgo de
caries como la microbiota cariogénica, pH y capacidad buffer de la saliva, todos estos
ensayos clinicos aleatorios varian en su disefio, las cepas de probiéticos usada, la duracion
de las intervenciones y las dosis utilizadas. Los estudios que han usado como Unica o parte
del tratamiento probiotico la cepa LGG han mostrado efectos positivos en los factores de
riesgo de la caries dental (Tabla 2).

Tabla 2. Estidios del efecto de probioticos en factores de riesgo de la caries dental en nifios

Cepa probiotica
(Concentracion) Vehiculo

Autor sujetos de Entrega / Duracion Grupo Resultados
Reduccion
estadisticamente

] L. rhamnosus hct 70 (2.34 A: Leche significativa de SM
Juneja et. 40 nifios  x 10° UFC/dia). B: Leche + despues de la
al2012  (12-15  Leche dos veces al dia/3 Probiotico intervencioén con
(19) anos) semanas probidtico.

Reduccion
L. rhamnosus GG (2 x 108 estadisticamente
UFC/mL). A: Chlorhexidina significativa de SM
Aminabadi 105 nifios Yogurt/3 semanas B: Probiotico  despeues de la
et. al, (6-12 (Enjuague bucal con C:Chlorhexidina, intervencién con

2011 (20) afios) clorhexidina 2 semanas)  con probiotico  probidtico (B y C).

L. rhamnosus,

Bifidobacterium longum,

Saccharomyces A: Placebo

cereviasae (1.25 x10%) Reduccion
Bacillus coagulans (150 B: L. rhamnosus, estadisticamente
x10%). Administradoen ~ B. longum and S. significativa de SM

Jindal et. 150 nifios polvos (disueltos en agua cereviasae despues de la
al,2011 (7-14 y utilizados como enjuage intervencion con
(21) afios) bucal) / 14 dias. C: B. coagulans probidtico
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Tabla 2. (Continuacion) Estidios del efecto de probidticos en factores de riesgo de la

caries dental en nifios

Cepa probiotica
(Concentracion) Vehiculo

Autor sujetos de Entrega / Duracion Grupo
St(_acksen- A: Probiotico/  Sin reduccidn
Blicks et. L. rhamnosus LB21 (107  fluor estadisticamente
al2009 248 nifios UFC/mL). Leche /21 significativa de SM
(24) (1-5 afos) meses B: Placebo y Lb.
Reduccion
estadisticamente
) A: Leche + significativa de SM
Nase et. L. rhamnosus GG, ATCC Probiotico despeues de la
al, 2001 594 nifios 53103 (5-10 x 10° B: Leche intervencion con
(2) (1-6 afios) UFC/mL). Leche /7 meses probidtico
Los recuentos de SM
L. rhamnosus ATCC y Lb disminuyeron
15820 (1 x 10% colony- significativamente
forming unit (UFC/mL), después de la
L. reuteri ATCC 55730 (2 intervencion,
x 10° UFC/mL), and diferencias
Bifidobacterium longum significativas en los
] subsp. infantis ATCC A: gotas con recuentos de SM, no
Tehrani et. 15697 (1.5 x 10° probiotico hubo diferencias
al, 2016 53 nifios UFC/mL). Gotas /2 significativas en los
(83) (3-6 afos) semanas B: Placebo recuentos de Lb.

) Diferencias
Glavina et. 25 nifips L. rhamnosus significativas en los
al,2012  (6-10 ATCC53103 - LGG. A: Yogurt recuentos de SM no
(84) anos) consumo 14 dias. B:Placebo para Lb.

*Editada de 122. (SM: Streptococcus mutans, Lb: Lactobacillus)

3.7.1 Mecanismo de accion de los probioticos

La diversidad de condiciones que pueden beneficiarse de la ingestion de probidticos ilustra
la variedad de mecanismos que pueden estar involucrados en sus acciones y que algunos
efectos son sistémicos y no solo locales. Es probable que estos mecanismos varien segun la
cepa 0 combinaciones especificas de cepas utilizadas, la presencia de prebidticos y la
afeccion que se esta tratando, asi como la etapa del proceso de enfermedad en la que se
administra el probidtico (85).
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La ingesta de probioticos se puede realizar utilizando diferentes productos lacteos, que
Ilegan a restaurar el equilibrio fisiologico microbiano en el tracto digestivo, de este mismo
modo es posible que tenga un papel similar en la restauracion de la homeostasis microbiana
en la placa dental que ha sido interrumpido por la ingesta frecuente de carbohidratos
fermentables. Los mecanismos por los que los probidticos pueden ejercer este efecto
beneficioso sobre la salud oral son en gran parte desconocidos, pero pueden implicar una
actividad competitiva de los microorganismos del yogur y la produccién de sustancias con
actividad antimicrobiana (5)

Hay temas comunes que emergen en los estudios de los modos de accion de los probidticos
y se han propuesto humerosos mecanismos que incluyen acciones directas e indirectas: Las
interacciones directas estan relacionadas con la interferencia de la formacion de biofilm,
compitiendo con microorganismos orales por el sustrato disponible y produccion de
sustancias antimicrobianas; entre las acciones indirectas incluyen modulacion de la funcion
inmune sistémica, Inmunidad local, efecto en mecanismos de defensa no inmunolégicos,
regulacion de la permeabilidad de la mucosa y colonizacion oral por especies menos
patdgenas. (85, 86, 87, 88)

La estimulacion y modulacion del sistema inmune mucosal, contribuye a la integridad de la
barrera intestinal y regulacion de la produccién de mucina, la reduccién de la produccion de
citocinas pro-inflamatorias a través de acciones en las vias NFkB, aumentando la
produccién de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 y péptidos de defensa del
hospedador como la B-defensina 2, mejorando las defensas IgA e influyendo en la
maduracion de las células dendriticas (89). La modulacion en los mecanismos de la
inmunidad local incluye la proliferacién celular y apoptosis a través de respuestas celulares
como la produccion microbiana de los &cidos grasos de cadena corta. Eliminacion o
inhibicidn del crecimiento de patdgenos a través de la produccion de bacteriocinas u otros
productos, tales como &cido o perdxido, que son antagonistas hacia las bacterias patdgenas.
(89)

La mayoria de las evidencias indican que los probi6ticos no son capaces de convertirse
permanentemente en parte de la microbiota gastrointestinal residente del intestino vy
desaparecen de las heces muy pronto después de que la ingesta probidtica termine. Estudios
de la microbiota oral indican que es muy dificil alterar la composicion microbian
establecida en la placa, debido a rasgos genéticos de cada individuo (90). Una serie de
estudios de colonizacion oral después de la ingestién de probidticos han encontrado
patrones similares de falta de colonizacion a los del intestino, ya que los lactobacilos
ingeridos colonizan sélo transitoriamente y desaparecieron poco después de la
administracion del probidtico (5, 91, 92).

33



Se ha encontrado una colonizacion estable y prolongada por probidticos lactobacilos
solamente en un individuo que recibid tratamiento probiotico con LGG a la edad de 10 afios
durante 1 afio de intervencion (92). La microbiota residente de los nifios parece ser menos
estable y més susceptible a cambios que las comunidades microbianas residentes en adultos
(90), y tal vez sea en la nifiez que se lograran influencias a largo plazo sobre las
poblaciones residentes.

Estudios en neonatos y nifios de la primera infancia han evaluado la influencia y
asimilacion de probioticos a largo plazo para la creacion de una flora intestina saludable. La
justificacion de la suplementacién probidtica de los neonatos prematuros se basa en datos
que demuestran diferencias en el establecimiento de la microbiota intestinal. En
comparacion con los lactantes sanos a término, la microbiota intestinal en recién nacidos
prematuros presenta un bajo numero de especies, y hay una colonizacion significativamente
retrasada con anaerobios, especialmente bifidobacterias (93, 94). Ademas, los recién
nacidos prematuros a menudo son atendidos en unidades de cuidados intensivos y reciben
antibidticos de amplio espectro, lo que contribuye a las diferencias en los patrones de
colonizacion. No se han reportado consecuencias de patrones anormales de colonizacién en
neonatos en los estudios con probidticos, para tratar nos solo una falta de alimentacion
balanceada sino también como un agente preventor de diferentes trastornos (95).

El interés en la terapia probidtica para prevenir enfermedades orales ha crecido
notablemente a lo largo de los afios. La eliminacion de los miembros patégenos de la
cavidad oral se puede intentar en el enfoque probidtico, ya que tienen una capacidad para
sobrevivir en un entorno acido que estara presente especialmente en la caries dental (96).
Los lactobacilos y las bifidobacterias son los organismos probidticos mas utilizados y
estudiados. EI reemplazo de bacterias cariogénicas por bacterias no patégenas mejoré la
salud oral en los nifios, lo que se puede hacer con el uso de probioticos, alimentos lacteos
como el queso, el yogur y la leche se consideran vehiculos Gtiles para las bacterias
probiéticas (97).

En los estudios que evaltan las superficies cariosas y no cariosas, la mayor diferencia en
términos de aislamiento de Lactobacillus se encontraron en la Ultima parte del periodo de
estudio, cuando disminuye la tasa de aparicion de nuevas caries. En los estudios que
realizan la deteccién de Lactobacillus en ausencia de S. mutans se han considerado como
un pobre predictor del riesgo de caries por superficie, mientras que la deteccion de S.
mutans solo o junto con Lactobacillos produjo un riesgo relativo tres a cinco veces mas
alto. Los hallazgos mas exitosos en la evaluacion efecto de los probidticos sobre el riesgo
de caries por superficie, se encontraron cuando se consideraron todas las superficies,
incluyendo aquellas de sujetos que no experimentaron nuevas lesiones (98). Todavia existe
cierta controversia con respecto a la eficacia de los probi6ticos, ya que los estudios reportan
resultados inconsistentes. Esto podria atribuirse a diferentes poblaciones de estudio y
condiciones, cepas probidticas, dosis y duracion del estudio (99).
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3.7.2 Probiéticos en la formula infantil

El comité de nutricion (CoN) de la Sociedad Europea de Pediatria, Gastroenterologia,
Hepatologia y Nutricion (ESPGHAN) en 2010 (100), reviso sistematicamente las pruebas
publicadas relacionadas con los efectos sobre la seguridad y la salud de la administracion
de foérmulas suplementadas con probidticos en comparacion con las férmulas no
suplementadas (101). Los estudios variaron en los tipos de probioticos utilizados,
principalmente fueron Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum y Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus reuteri y Lactobacillus salivarius. Las dosis de probioticos
variaban considerablemente. Ademas, los periodos de suplementacion variaron de 15 dias a
8 meses.

El comité de nutricion (CoN) de ESPGHAN, evalud las siguientes dos formas de
administrar la férmula probidtica suplementada: (1) la administracion que se inicid en
bebés de 4 meses de edad (o < 6 meses de edad, siempre que no hallan comenzado la
alimentacion complementaria) y (2) administracion de lacteos suplementados con
probidticos o férmula de seguimiento en cualquier otra edad después de la primera infancia
e independientemente de la duracién de la intervencion. Los datos cientificos disponibles
sugieren que la administracion de férmula probidtica suplementada a los lactantes no
plantea problemas de seguridad con respecto al crecimiento y los efectos adversos y la
administracion de formula infantil suplementada con probidticos durante la primera
infancia (< 4 meses de edad) no da lugar a efectos clinicos consistentes (101).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Identificar los efectos de un alimento enriquecido con Lactobacillus rhamnosus GG sobre
los recuentos de unidades formadoras de colonia de Streptococcus mutans y Lactobacillus
sp. y la presencia de caries incipiente en nifios de 3 a 4 afios en Santiago de Cali.

4.2. Objetivos especificos

e Evaluar los aspectos clinicos de la presencia de caries dental segln los criterios
ICDAS vy el indice de placa de Silness y Loe modificado en el grupo intervenido y
control, al inicio y a los nueve meses.

e Describir las caracteristicas fisicoquimicas de la saliva con mediciones del pH
salival y la capacidad buffer en el grupo intervenido y control, al inicio y a los
nueve meses.

e Determinar el perfil microbiol6gico de la saliva con los recuentos de las unidades
formadoras de colonia de Streptococcus mutans y la presencia de Lactobacillus sp
en el grupo intervenido y en el grupo control, al inicio y a los nueve meses.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Tipo de estudio

Ensayo clinico controlado aleatorizado doble ciego. Registro Clinical Trial
ACTRN12616001363471. La naturaleza del estudio fue experimental, con temporalidad
longitudinal, la unidad de analisis fueron los nifios de 3 y 4 afios, la asignacion al
tratamiento fue por conglomerado, el namero de observaciones por individuo fue una por
cada tiempo de evaluacion en la linea de base y seguimiento a los 9 meses y los criterios de
seleccion de la poblacion de estudio fueron por conveniencia.
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5.2 Tipo de muestreo

El muestreo fue por conglomerados, donde el marco muestral correspondid a tres Centros
de Desarrollo Infantil de ICBF de la ciudad de Cali. De forma aleatoria se seleccionaron los
participantes por cada hogar para un tamafio estimado de 120 nifios. El célculo de la
muestra se hizo con base al célculo de la proporcion de una poblacion con precision
absoluta especifica, manejando un nivel de confianza del 90% y una potencia de 0.80 (80%
de potencia para un buen muestreo).

5.2.1 Criterios de inclusién

Nifios sisttmicamente sanos, entre los 3 y 4 afios vinculados en jornada completa a Centros
de Desarrollo Infantil del Instituto Colombiano de Bienestar Familiar de las ciudades de
Cali, de estrato socioeconémico 1y 2.

5.2.2 Criterios de exclusion

Nifios con intolerancia a la lactosa. Nifios que se encuentren bajo tratamiento antibidtico o
que tomaron antibioticos durante el estudio.

5.3 Tamafo y distribucion de la muestra:

Se invito a todos los nifios matriculados en tres Centros de Desarrollo Infantil del Instituto
Colombiano de Bienestar Familiar (ICBF) de Cali, Valle del Cauca, Colombia, ubicados en
zona de ladera pertenecientes a un estrato socioeconémico 1y 2, en una escala de 1 a 6. Los
criterios de inclusion para la muestra fueron nifios de 3 a 4 afios institucionalizados, que sus
padres firmaron el consentimiento informado. Como criterio de exclusion se considero el
uso de antimicrobianos sistémicos a la fecha de la inclusion y los nifios con trastornos
sistémicos que necesitan cuidados especiales 0 que tuvieran intolerancia a las bebidas
lacteas. De acuerdo a los anteriores criterios, se incluyeron finalmente en el estudio 124
nifios, los cuales se distribuyeron por conglomerado a los grupos intervencion y placebo.

5.4 Cegamiento y asignacion de la intervencion

Se realizd un triple enmascaramiento de tal manera que, ni la persona intervenida, ni sus
padres o cuidadores, ni el operador o investigador conociera el grupo al que pertenece el
participante. EI enmascaramiento fue desde la asignacién y durante todo el periodo de
seguimiento. A ambos grupos se les suministro leche en el desayuno con el mismo sabor y
color. Para la asignacion de la intervencion se contratd una persona externa encargada de
realizar la seleccion de los participantes y asignacion por conglomerado del tratamiento, ya
sea al grupo de intervencion o al grupo control.
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5.5 Intervencion

La leche enriquecida con probidtico contenia principalmente la cepa probidtica
Lactobacillus rhamnosus GG 5x10° UFC/g y en menor proporcion Bifidobacteruim longum
3x10° ® esta carga probiotica estd en el rango de estudios previos que han mostrado
resultados positivos (2, 20). La leche con probidticos y placebo, ambas idénticas en sabor y
apariencia, se suministraron en envases separados por los colores "Blanco™ o "Amarillo™.
La leche fue administrada por los manipuladores de los alimentos encargados en cada
Hogar Infantil de ICBF, quienes suministraron la leche a los nifios en el desayuno en
cantidades de 200 gramos de leche, administrados oralmente diariamente durante cinco dias
a la semana por un periodo de nueve meses. El tiempo y el cumplimiento se verifico y se
registrd con un seguimiento diario durante el desayuno. Los padres no reportaron efecto
secundario o adverso percibido durante el estudio al personal responsable del proyecto, por
lo cual no fue necesario detener la ingesta en ningun caso.

e Grupo intervencion: se administrara leche enriquecido con Lactobacillus rhamnosus
GG 5x108 UFC/g y Bifidobacteruim longum 3x10° ®.
e Grupo control: se administraré leche sin contenido probidtico (placebo).

Las marcas comerciales de las leches administradas corresponden a leche de formula Nan
pro desarrollo con probidticos 3 y la leche sin probiotico utilizada para el grupo control fue
Alpina baby 3 plus. (Ver Anexo 1. Ficha técnica de las lechas usadas en la intervencion).

5.6 Consideraciones éticas

El Comité Institucional de Revision de Etica Humana de la Facultad de Salud de la
Universidad del Valle, aprob6 el protocolo de este proyecto por medio del Acta No. 009-
015 (Ver Anexo 2. Aval de Comité de Etica Humana). Los padres de los nifios firmaron el
consentimiento informado en el cual se obtuvo el permiso para la participacion en el
estudio. Este estudio fue financiado por Colciencias en la Convocatoria 657 para proyectos
de ciencia, tecnologia e innovacion en salud 2014. El protocolo fue registrado en el
ClinicalTrials.gov como parte del cumplimiento de los requisitos CONSORT de Ensayos
Clinicos Controlados y para garantizar la calidad, codigo ACTRN12616001363471.

5.7 Trabajo de campo
El trabajo de campo diario se realizé al inicio del estudio para obtener la caracterizacién de
los participantes en la linea de base hasta completar el tamafio de muestra, posteriormente

se evaluaron los mismos aspectos clinicos y microbiologicos a los 9 meses de estar
recibiendo la intervencion.

38



En los Centros de Desarrollo Infantil:

e Evaluacion clinica odontologica de la presencia de placa bacteriana a través del
indice de placa de Silness y L6e modificado.

e Acompaifiamiento en el cepillado dental de los nifios.

e Evaluacion clinica odontoldgica de presencia de lesiones de caries dental mediante
los criterios ICDAS tomando los codigos del 2 al 6.

e Toma de muestra de saliva a los nifios.

Laboratorio de Microbiologia Oral de la Universidad del Valle.

e Andlisis microbioldgico de la muestra de saliva.
e Analisis fisicoquimico de la muestra de saliva.

Para el registro de la informacion de cada variable se us6 una base de datos disefiada para el
estudio en el programa Microsoft Excel®.

5.7.1 Evaluacién Clinica Odontolégica

Todos los nifios pertenecientes al estudio recibieron una valoracion clinica en compafiia del
cuidador del Hogar Infantil. Un odontopediatra examinador calibrado (Kappa
intraexaminador 0,85 e interexaminador 0,72) realizd los exdmenes odontoldgicos a los
nifios, usando una unidad portatil y luz de lampara, materiales e instrumental basico para el
examen, material desechable de proteccion y bioseguridad del personal.

Inicialmente se tomaron los datos del indice de placa de Silness y Lde modificado (102)
(IPB), incluyendo como valores 0 la superficie libre de placa, 1 placa visible solo al paso
del instrumento y 2 placa visible a simple vista. Seguidamente se les realizé a los nifios el
retiro de placa bacteriana minuciosamente con un cepillo dental nuevo y acompariados de
odontdlogos del equipo de trabajo de campo.

Para continuar con la revision de caries dental cumpliendo las condiciones del criterio
ICDAS (49); con la superficie dental limpia y aislada con rollos de algodon en la zona
vestibular para poder remover el exceso de saliva y asi detectar las lesiones
precavitacionales, se us6é un explorador redondeado cuando era necesario verificar alguna
discontinuidad en la superficie del diente para evaluar la severidad de la caries, tomando
como componente cariado, todo tipo de lesion de caries desde 2 al 6, donde se esta
considerando tanto los estadios incipientes como los avanzados de la caries (Tabla 1).

Al presentar denticion temporal los nifios de 3 y 4 afios, se utilizaron 20 dientes en el

diagnostico, cada resultado fue diligenciado en la base de datos de acuerdo al diagndstico
dictado por el examinador al anotador que estaba entrenado para el diligenciamiento del
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formato, el examinador y anotador fueron las mismas personas al inicio y durante los tres
seguimientos.

Se determiné excluir las lesiones 1 de ICDAS por su dificultad en el diagnostico en estas
etapas, y se valoraron todos los dientes y superficies empezando desde el primer cuadrante,
terminando por el cuarto cuadrante. Los dientes que no estuvieran completamente
erupcionados, no se evaluaban. Si en un diente presentaba dos tipos de diagndsticos, se
reportaba el de mayor grado de severidad.

5.7.2 Recoleccioén de saliva

Las muestras de saliva no estimulada fueron colectadas por un odontopediatra, quien le
solicitd a cada nifio incluido en el estudio una muestra de saliva una hora después del
desayuno durante las primeras horas de la mafana (9:00 — 10:00) donde los nifios
consumen leche del grupo intervencion o grupo control, los nifios no se cepilla antes de
tomar la muestra y se colecta entre 1 y 2 ml de saliva sin estimular (Figura 1).

Debido a las diferentes velocidades de flujo de la saliva, el tiempo de colecta de las
muestras de saliva vario entre 1 y 10 min como tiempo maximo en cada nifio, la muestra
fue depositada en un tubo plastico estéril conico de 50 ml marcado con codigo de ingreso al
estudio de cada nifio. Los tubos fueron guardados en una nevera de icopor con pila
congelada entre una y dos horas a 2-8°C para ser transportadas al Laboratorio de
Microbiologia Oral de la Universidad del Valle donde se realizé el analisis microbiolédgico
y analisis fisico quimicos de la muestra de saliva.

Figura 1. Recoleccion de muestra de saliva en viales por parte de una odontopediatra.
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5.7.3 Andlisis microbioldgico de la muestra de saliva

Para el analisis microbioldgico se usaron los medios de cultivo como método cuantitativo
para el aislamiento y la estimacion de los niveles de unidades formadoras de colonia
(UFC), en el caso de Streptococcus mutans se uso el medio selectivo Agar Mitis salivarius
con telurito y bacitracina (MSTB) y el Agar MRS (de Man, Rogosa y Sharpe) para
Lactobacillus sp. Los medios se prepararon 2 dias previos al dia de toma de muestras,
siguiendo los Procedimientos Operacionales Estandarizados (Ver Anexo 3. POE de la
preparacion de agar Mitis Salivarius Bacitracina y Anexo 4. POE de la preparacion de agar
Man Rogosa Sharpe).

En una cabina de flujo laminar Biological Safety Cabinet® se procesaron las muestras de
saliva el mismo dia en que se tomo la muestra con el fin de preservar la viabilidad de las
bacterias, realizando dilucion de 0,1 ml de saliva con 0,9 ml de solucion salina normal
estéril, con diluciones decimales hasta 10 en tubos ependorff, las muestras y las diluciones
se dometieron a vortex durante 30 segundos utilizando un Vortex maxi mix Il Thermo
Scientific®. Los cultivos se realizaron por duplicado por cada uno de los dos medios Agar
Mitis salivarius con telurito y bacitracina (MSTB) y el Agar MRS (de Man, Rogosa y
Sharpe), se cultivd 0,1 ml de la muestra diluida previamente a 1073, se extendi6
uniformemente con asas de vidrio. Los medios se incubaron utilizando un sistema de
anaerobiosis (jarras gas-pack) con una mezcla de 95% N, 5% CO., durante 48 horas a
37°C, en una Incubadora de CO> Precision® Automatic M1020.

Las colonias se identificaron por sus caracteristicas morfologias (103, 104), caracteristica
para S. mutans, con formas redonda, esférica, color azul, variacion de milimétrica en
tamarfio, cabeza de alfiler con una superficie aspera y desmontable de la superficie de agar
(Figura 2) y para Lactobacillus sp. formas redondas, lisa, color blanco brillante, con
variacion milimétrica en tamafo (Figura 3). Los recuentos de unidades formadoras de
colonia por mililitro (UFC/mI) se observaron y contaron bajo un estereomicroscopio de luz
marca ZEIZZ® MCB80.

El nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) se multiplicé por el nimero de veces
que se diluyé originalmente la muestra 102 y se expresd6 como el nimero de unidades
formadoras de colonias por mililitro de saliva (UFC/ml). Los valores fueron asignados a
categorias de riesgo de presentar caries dental sobre la base de la densidad del crecimiento
de UFC de S. mutans ( Tabla 3). Para los conteos de Lactobacillus, se registro presencia
ausencia con valores <0y >1 (105).
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Riesgo UFC/ml S. mutans

Riesgo muy bajo <10.000
Riesgo bajo 10.000 - 100.000
Riesgo medio 100.000 - 500.000
Riesgo alto > 500.000

Tabla 3. Riesgo de presentar caries dental sobre la base de la densidad del crecimiento de
UFC de S. mutans. (106, 107, 108).

Figura 3. Agar MRS con colonias de Lactobacillus
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5.7.4 Anélisis fisicoquimicos de la saliva

En el laboratorio los valores de pH de la saliva se midieron con un pH metro digital Orion®
Start A211 (Figura 4), asegurando que el &rea de contacto del electrodo sensible al pH
quedara en contacto con la saliva (109). A continuacion, la capacidad amortiguadora de la
saliva se obtuvo agregando a la saliva &cido clorhidrico (HCI), en relacion 1:3, con una
pipeta graduada se midi6 1,0 ml de volumen de saliva y el restante se descarto,
posteriormente se afiadieron 3,0 ml de HCI 0,0033 N a la saliva, se agit6 en bortex durante
20 minutos, después de lo cual se midi6 nuevamente el pH en el pH metro digital (Ver
Anexo 5. POE para Caracteristicas fisicoquimicas de la saliva).

Figura 4. pH metro digital

5.7.5 Andlisis estadistico

Con el uso del programa Stata 13.0 y SPSS inicialmente se desarroll6 un analisis
exploratorio de los datos registrados en las tablas de variables en el programa Microsoft
Excel® identificando los grupos de variables a analizar, las frecuencias de las variables
cualitativas y la distribucion en las variables cuantitativas con sus respectivas medidas de
tendencia central y dispersion.

El andlisis bivariado se hizo teniendo en cuenta los tiempos de evaluacion y grupos de
estudio, para la presencia de caries, indice de placa bacteriana, pH salivar, capacidad buffer,
conteos de Unidades formadoras de colonia de Streptococcus mutans y Lactobacillus. Se
realizd un analisis bivariado, para comparar las variables categéricas dependientes entre los
grupos mediante la prueba estadistica de Chi?> con nivel de significancia p<0,05
Alpha=0,05, Intervalo de confianza 95%.
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El célculo de Indicador de C-6 icpas)EO, es el promedio de dientes cariados (tomados del
formato de ICDAS: codigo 2 al 6) + dientes obturados por caries + dientes extraidos o
perdidos por caries dividido el nmero de personas evaluadas.

Debido a desviaciones del protocolo en lo que se refiere a la administracion de las
intervenciones, para evitar una subestimacion del efecto, se incluyo en el analisis solamente
los casos en que se administro la intervencion tal como estaba previsto en el protocolo, lo
que se denomina a veces analisis por protocolo. De acuerdo con la academia europea de
pacientes, el analisis por protocolo es un andlisis de los datos de un ensayo clinico
relacionados Unicamente con los participantes que han completado el plan de tratamiento y
que han seguido exactamente las instrucciones del protocolo del ensayo. Por consiguiente,
se trata tan solo de un andlisis del efecto de un tratamiento.

Por lo anterior, se uso el analisis por protocolo, excluyendo a los nifios que no estuvieron
disponibles para todas las pruebas clinicas y microbiolégicas previstas durante el estudio y
los que abandonaron el estudio, teniendo en cuenta que no se retiraron por efectos adversos
sino por cambio de vivienda o de jardin infantil.
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Los resultados encontrados en el ensayo clinico controlado doble ciego, con los analisis
clinicos y microbiologicos de 124 nifios participantes, los cuales fueron aleatorizados en
dos grupos paralelos, con asignacion de 77 nifios al grupo intervenido (GI) y 47 al grupo
control (GC). Antes de realizar la evaluacion de los nifios al final de la intervencion se
presentaron retiros por motivos agenos al estudio. El siguiente diagrama ilustra el flujo de
nifios participantes desde el reclutamiento, la asignacion de la intervencion, el seguimiento

6. RESULTADOS

y finalmente el analisis (Figura 5).

Reclutamiento

Asignacion

| Evaluacion para seleccion n= 136) |

Excluidos

No cumpen los criterios de
seleccion n=10

Renuncia a su participacion

n=1

Aleatorizad

osn=124

y

Grupo Intervencion
Probiotico n= 77
Recibieron la intevencion
asignada n=77

Seguimiento

Y

Pérdidas de seguimiento
n=17
Evaluados a los 9 meses
n= 60

Anélisis

y

Analizados (n= 60)
Excluidos del anélisis
(n=17)

4

Grupo control n=47

Recibieron la intevencién
asignada n= 47

Y

Pérdidas de seguimiento
n=11
Evaluados a los 9 meses
n= 36

\ 4

Analizados (n= 36)
Excluidos del anélisis
(n=11)

Figura 5. Flujograma del ensayo clinico controlado (Criterios del CONSORT 2010).
6.1 Unidades muestrales segun el grupo aleatorizado y el tiempo de intervencion




La tasa de desercion al finalizar el estudio fue del 22,5%, relacionada con cambios de
vivienda de los nifios, traslado a otros jardines, los nifios de los Centros de Desarrollo
Infantil de ICBF al cumplir 5 afios de edad pasan al colegio y perdida del cupo en el hogar
infantil por faltas de asistencia (Tabla 4).

Tabla 4. Nifios perdidos y presentes en el grupo intervencién y en el grupo control al final
del estudio.

Tiempo 9 meses
GIUDO Grupo Probidtico Grupo Control Total
P n (%) n (%) n (%)
Presentes hasta los 9
meses 60 (77,9) 36 (76,6) 96 (77)
Perdidos 17 (22,1) 11 (23,4) ey
Total 77 (100) 47 (100) 124 (100)

Los 96 nifios evaluados al final de la intervencidn, se les realiz6é diagnostico clinico en su
totalidad, debido a la corta edad de 3 a 4 afos, no todos los nifios permitieron que se les
tomara el volumen de saliva necesarios para todos los analisis de laboratorio, en la Tabla 5
se indican el nimero de muestras obtenidas y procesadas en cada una de las variables
analizadas en el laboratorio para los dos grupos al final de la intervencion.

Tabla 5. Distribucion de las muestras en los andlisis clinicos y microbiolédgicos en el grupo
intervencion y en el grupo control al final del estudio.

9 meses

Variable Grupo Probidtico Grupo Control Total
indice c(2-6 icpas)E0 60 36 96
Indice de Placa 60 36 96
pH 49 31 80
Capacidad buffer 48 30 78
S. mutans (UFC/ml) 50 31 81
Lactobacillus(UFC/ml) 50 31 81

De los 124 nifios que participaron en el estudio, la distribucion por género fue equilibrada,
64 eran nifios (52%) y 60 eran nifias (48%), sin embargo, en la distribucién por grupos
aleatorizados no se conservo el equilibrio entre los géneros, presentandose menor ndmero
de nifias en el grupo control. La edad promedio de los nifios fue de 3,80 afios, con un rango
de 3 afios cumplidos a los 4 afios y ocho meses. El peso y la talla de los nifios aleatorizados
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se encontrd dentro de los rangos promedio normales correspondientes a la edad de 3 y 4
afios de acuerdo a los patrones de crecimiento infantil de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) implementados en Colombia (MPS, INS, ICBF 2011) (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas demogréficas al inicio del estudio en el grupo intervencion y en el
grupo control.

Variables Grupo Probidtico Grupo Control
77 (100%) 47 (100%)
Edad (afios) 3,78+0,82 3,92+0,95
Genero
Masculino 34 (44,2) 30 (63,8)
Femenino 43 (55,8) 17 (36,2)
Talla (cm) 100,49 100,84
Peso (Kg) 15,49 16,19

6.2 Cambios en aspectos clinicos de la caries dental
6.2.1 Cambios en el indice ceo segun los criterios ICDAS

Los datos de la evaluacion clinica odontoldgica segun el Sistema Internacional para la
Deteccion y Evaluacion de la Caries (ICDAS), permitieron calcular el indice C2-6 icpas)EO,
el cual es el promedio de dientes cariados (Codigo ICDAS 2 al 6) + dientes obturados por
caries + dientes extraidos o perdidos por caries dividido el nimero de personas evaluadas.
De este modo, el indice c@-6 icpas)eo de los nifios examinados al inicio del estudio y al final
de la intervencion permitio clasificarlos de acuerdo a la presencia de caries, donde el indice
C2-6 IcpAs)€0=0 representa los nifios libres de caries y C@-6 icpas)€0>1 los nifios con caries
dental (Tabla 7).

Tabla 7. Estado del indice ceo modificado c(-s icpas)eo en el grupo de intervencion y en el
grupo de control al inicio y al final del estudio.

Grupo Grupo

Cge Probidtico  Control Qe Rl
Indice c-6 Icpas)0, linea de base n(%)
Ce-61cDAS)E0 =0 30 (39) 24 (51,1) 0,612 (0,294-1,273)
C(2-6 ICDAS)E0 > 1 47 (61) 23 (48,9)
Total 77 (100) 47 (100)
Indice c-6 icpAs)E0, NUevVe meses N(%)
Ce-61cDAS)E0 =0 28 (46,7) 19(52,8) 0,783(0,342-1,792)
C(2-6 ICDAS)E0 > 1 32 (53,3) 17 (47,2)
Total 60 (100) 36 (L00)
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Al inicio del estudio en el grupo intervencion, la proporcion de los nifios con Caries de la
Infancia Temprana (CIT) (c(2-6 icpas)e0 > 1) fue del 61% y el 39% estaban libres de caries
(c-6 Icpas)e0 = 0), lo que mejoré al final de la intervencidn con disminucidn en la presencia
de caries con el c-6 Icbas)€0 > 1 en el 53,3% de los nifios y aumento de los nifios libres de
caries con el 46,7% del grupo intervencion, los andlisis de Odds Ratio no muestran
diferencias estadisticamente significativas. Por su parte el grupo control mantuvo
porcentajes similares de presencia de caries al inicio y final de la intervencion. EI promedio
del indice cucpas 2-6-0e0 fue de 3,03+4,47 y 2,30+3,94 después de 9 meses para el grupo
probiotico y el grupo control respectivamente.

El incremento de las lesiones de caries dentro de los grupos se expresa como Acoe (Ce-6
IcDAS)E0 9 meses — C-6 IcpAs)e0 linea de base) donde se encontré que el grupo probidtico
disminuyo en un 15% la presencia de al menos una caries al final del estudio, frente al
grupo control que disminuyé un 8,3%. En el caso de aumentar la presencia de caries los dos
grupos tienen resultados similares 5% y 5,6% para el grupo tratamiento y grupo control
respectivamente. (Tabla 8). Con la prueba de Chi? no hubo diferencias en el aumento o
disminucion del c-6 icpas)eo en los grupos después de 9 meses (p=0,63).

Tabla 8. Incremento y disminucion de caries (Acoe ) en el grupo de intervencion y en el
grupo de control al final del estudio.

Incremento de caries Grupo Probiotico Grupo Control
<1 caries 9 (15) 3(8,3)
0 48 (80) 31 (86,1)
> 1 caries 3(5) 2 (5,6)
Total 60 (100) 36 (100)

6.2.2 Cambios en el estado de severidad de la caries

El promedio de dientes por nifio que presentaron los diferentes estados de severidad de
caries de acuerdo al criterio ICDAS, en la linea de base y 9 meses para los dos grupos, con
la prueba de Chi? no se observo diferencias significativas (Tabla 9).
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Tabla 9. Promedio de dientes por nifio en los cuatro estados de severidad de la caries de
acuerdo al criterio ICDAS, en el grupo intervencion y en el grupo control al inicio y al final
del estudio.

Grupo Grupo Probidtico Grupo Control

Estado caries, linea de base (MediaxDE)

Sano (ICDAS 0) 16,97+4,04 17,10+4,68
Inicial (ICDAS 2) 1,57+1,97 1,65+2,36
Moderado (ICDAS 3-4) 0,35+0,87 0,17+0,37
Severo (ICDAS 5) 0,83+1,71 0,93+2,92
Estado caries, nueve meses (MediatDE)

Sano (ICDAS 0) 16,88+4,47 17,27+4,28
Inicial (ICDAS 2) 1,11+£1,97 1,16%1,74
Moderado (ICDAS 3-4) 0,30+0,74 0,16+0,44
Severo (ICDAS 5) 0,75+1,86 0,83+2,47

6.2.3 Cambios en el indice de placa de Silness y Lée modificado

El indice de placa bacteriana (IPB) de Silness y L6e modificado, que refleja la presencia de
placa bacteriana en tres categorias, la primera categoria es 0 si no hay presencia de placa
(IPB=0), en aquellos dientes que es facilmente notoria la placa por ser de espesor
considerable o si al pasar una sonda suavemente evidencia placa delgada categoria 1
(IPB=1) y con categoria 2 si en la superficie dental examinada existe evidencia de placa
gruesa. Con la evaluacion de la presencia de placa de cada diente, se obtuvo una mediana
que representa el indice de placa por nifio (Tabla 10). Con la prueba de Chi? no hubo
diferencias significativas en los cambios del indice de placa entre los grupos a los 9 meses.

Tabla 10. Mediana del indice de placa bacteriana (IPB) en el grupo intervencion y en el
grupo control al inicio y al final del estudio.

Grupo Grupo Probidtico  Grupo Control p valor

Mediana IPB, linea de base n(%)

IPB=0 40 (51,3) 20 (42,6)

IPB=1 28 (36,8) 22 (46,8) p=0,546

IPB=2 9 (11,8) 5 (10,6)

Total 77 (100) 47 (100)
Mediana IPB, nueve meses n(%)

IPB=0 46 (76,7) 28 (77,8)

IPB=1 11 (18,3) 5(13,9) p=0,715

IPB=2 3 (5,0) 3(8,3)

Total 60 (100) 36 (100)

*Test Chi?
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6.3 Caracteristicas fisicoquimicas de la saliva

6.3.1 Cambios en el pH salival

En los dos grupos aleatorizados se observaron valores acidos de pH (pH<7) principalmente,
en el grupo control el porcentaje de nifios con pH &cido fue més altos a los 9 meses
comparado con el estado del pH al inicio del estudio, por su parte el grupo tratado mejoro
los valores de pH al comparar el inicio con el final del estudio, presentando mayor
porcentaje los nifios con valores de pH mayores a 7 (Tabla 11). El valor de p de la prueba
Chi? indica que no hubo diferencias en el pH entre los dos grupos probiético ni en el grupo
control al inicio y final de la intervencion.

Tabla 11. Cambios en el valor de pH salival en el grupo de intervencion y en el grupo de
control al inicio y al final del estudio.

Grupo Grupo Probidtico Grupo Control p valor

pH, linea de base n(%)

N 65 (84,0) 42 (88,6) )

>7 12 (16,0) 5 (11,44) p=0.485
Total 77 (100) 47 (100)

pH, nueve meses n(%)

< 39 (79,3) 28 (90,3) )

= 10 (20.7) 3(9.7) p=0.142
IE 49 (100) 31 (100)

*Test Chi?

6.3.2 Cambios en la capacidad buffer

Los valores obtenidos con las pruebas de capacidad buffer de la saliva se clasificaron en
cuatro rangos, de acuerdo a los criterios de Ericsson, teniendo que los valores menores a 3.5
representan una capacidad buffer muy baja, los valores entre 3.50 y 4.24 baja, entre 4.24 y
4.75 normal y mayores a 4.75 alta. Se observé que la prueba de Chi? fue estadisticamente
significativo a los 9 meses, entre los grupos intervencion y control (Tabla 12).
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Tabla 12. Cambios en la capacidad buffer de la saliva en el grupo de intervencion y en el
grupo de control al inicio y al final del estudio.

Grupo Grupo Probiotico  Grupo Control p valor
Capacidad Buffer, linea de base n(%)
<35 20 (26,0) 15 (31,9)
3.50-4.24 17 (22,1) 9(19,1) 0=0,698
4.24 - 4.75 11 (14,3) 9(19,1)
>4.75 29 (37,7) 14 (29,8)
Total 77 (100) 47 (100)
Capacidad Buffer, nueve meses n(%)
<3.5 16 (33,3) 20 (66,7)
3.50-4.24 16 (33,3 4 (3,3 «
4.24 -4.75 8 ((16,7)) 6 ((20,3) p=0,006
>4.75 8 (16,7) 0 (0,0)
Total 48 (100) 30 (100)

*Test Chi?

6.4 Perfil microbioldgico de la saliva
6.4.1 Recuentos unidades formadoras de colonia de S. mutans

En el grupo probiotico disminuyo la presencia de S. mutans, pasando del 57,5% al inicio a
un 36,8% al final de la intervencion, por su parte el grupo control aumento del 42,5% al
inicio a un 63,2%. Aplicando la prueba de chi? el valor de p indica que las diferencias en la
presencia de S. mutans son significativas a los 9 meses después de la intervencién entre el
grupo prebidtico y el grupo control (p=0,011) (Tabla 13).

Tabla 13. Cambios en la presencia de S. mutans en saliva en el grupo de intervencién y en
el grupo de control al inicio y al final del estudio.

Grupo Grupo

Sz Probic’?tico Cont?ol pEer
UFC/ml de S. mutans, linea de base n(%)
Ausencia 54 (64,3) 30 (35,7) 0.467
Presencia 23 (57,5) 17 (42,5) ’
Total 77 (100) 47 (100)
UFC/ml de S. mutans, nueve meses n(%)
Ausencia 43 (69,4) 19 (30,6) 0.011*
Presencia 7 (36,8) 12 (63,2) ’
Total 50 (100) 31 (100)

* Test chi?
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Con los rangos asignados a los recuentos de unidades formadoras de colonia de S.mutans,
la mayoria de los nifios tenian un riesgo muy bajo de presencia de caries dental, con
recuento microbiano < 10.000 UFC/ml, de los cuales al inicio del estudio en el grupo
probidtico correspondia al 74% y en el grupo control el 63,8%, este porcentaje aumento al
final de la intervencion donde el 86% del grupo probidtico presentaron conteos < 10.000
UFC/ml y en el caso del grupo control 61,3%, aumentando el porcentaje de nifios con
riesgo muy bajo de caries (Tabla 14).

Tabla 14. Distribucion de S. mutans en el grupo de intervencion y en el grupo de control al
inicio y al final del estudio.

Grupo Grupo Probiotico  Grupo Control  p valor
UFC/ml de S. mutans, linea de base n(%)
<10.000 57 (74,0) 30 (63,8)
10.000 - 100.000 9(11,7) 10 (21,3) 0=0,356
100.000 - 500.000 7(9,1) 6 (12,8) ’
> 500.000 4 (5,2) 1(2,1)
Total 77 (100) 47 (100)
UFC/ml de S. mutans, nueve meses n(%)
<10.000 43 (86,0) 19 (61,3)
10.000 - 100.000 4 (8,0) 9 (29,0) 0=0,038*
100.000 - 500.000 2 (4,0) 3(9,7) ’
> 500.000 1(2,0) 0 (0,0)
Total 50 (100) 31 (100)

* Test chi?

Al finalizar la intervencion solo el 2% presentd riesgo alto de presentar caries dental debido
a la colonizacion de S. mutans, y 4% riesgo medio en el grupo intervencion. El valor de p
indica que hay diferencias significativas entre el grupo probidtica y el grupo control para el
riesgo cariogénico por colonizacion de S. mutans los 9 meses (p=0,038).

6.4.2 Cambios en la presencia de Lactobacillus sp.

La presencia de Lactobacillus antes y después de la intervencion fue similar en los dos
grupos. La prueba de chi®> no revel6 diferencias estadisticamente significativas en la
presencia de Lactobacillus a los 9 meses después de la intervencion entre el grupo
prebidtico y el grupo control en los recuentos (Tabla 15).
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Tabla 15. Cambios en la presencia de Lactobacillusen saliva

Grupo Grupo

Sz Probic’f)tico Contr:ol pveles
UFC/ml de Lactobacillus, linea de base n(%)
Ausencia 1(1,3) 2(4,3) 0.299
Presencia 76 (98,7) 45 (95,7) ’
Total 77 (100) 47 (100)
UFC/ml de Lactobacillusnueve meses n(%)
Ausencia 2 (4,0) 2 (6,5) 0.621
Presencia 48 (96,0) 29 (93,5) ’
Total 50 (100) 31 (100)

* Test chi?
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7. DISCUSION

La caries dental es la enfermedad oral cronica mas comun de la humanidad, que afecta a
todas las personas independientemente de su sexo, raza y edad. (110). La caries dental es
una enfermedad infecciosa bacteriana que se caracteriza por la desmineralizacion del
esmalte dental (27), estd asociada con varios factores bioldgicos, dietéticos, de higiene y
sociales, y a pesar de los avances en su conocimiento, continda siendo uno de los
problemas mundiales de salud publica mas importantes que afectan a los nifios (111).
Debido a la prioridad de tratar esta enfermedad, se ha implementado un enfoque preventivo
a partir de tratamientos con microorganismos vivos llamados probioticos, por sus posibles
beneficios en la salud oral, especialmente en la caries dental (24).

El us6 de un producto lacteo (leche, queso, yogurt y helados) como vehiculo de
administracion de los probioticos, ademéas de ser un producto no azucarado posee efectos
preventivos para la caries relacionados con un alto contenido natural en calcio (112),
neutralizacion de condiciones é&cidas en la boca e interferencia con las bacterias
cariogénicas (113) y los contenidos de fosfopéptidos de caseina (CPP) los cuales son ricos
en fosfoserina y tienen efecto inhibidor sobre la desmineralizacién y promocién de la
remineralizacion del esmalte dental (114). En el presente estudio se usé como vehiculo
leche de formula suplementada con probidticos, disefiada para nifios a partir de los 12
meses de edad hasta los 3 afios (NanPro3®), como parte liquida de su alimentacion
complementaria, lo que ha demostrado en otros estudios a largo plazo, que no tiene efectos
clinicos consistentes, por el contario esta asociada con algunos beneficios clinicos, como
una reduccion del riesgo de uso de antibidticos, una menor frecuencia de colico y/o
irritabilidad y una reduccion del riesgo de infecciones gastrointestinales inespecificas (101).

Este ensayo clinico se realizé con el objetivo de probar si el consumo diario de una leche
enriquecida con el probidtico a base de LGG y tiene efectos sobre los recuentos de unidades
formadoras de colonia de Streptococcus mutans y Lactobacillus sp. y la presencia de caries
incipiente en nifios de 3 a 4 afios en comparacién con la ingesta diaria de leche estandar sin
probiéticos como control. La aleatorizacion fue por conglomerado donde a los diferentes
grupos de nifios de los hogares infantiles se le asignd la intervencion con probidtico o
control, pero las observaciones se realizaron a cada individuo; esta asignacion proporciono
proteccién contra la combinacion entre grupos de tratamiento dentro del estudio (115, 116).

El protocolo propuesto se logré cumplir durante los 9 meses de intervencion, donde los
nifios del grupo de probidticos asistieron en promedio el 73% del tiempo y los nifios del
grupo control asistieron al 69%, contando con dos semanas de vacaciones en el mes de
junio. El seguimiento diario del consumo de leche y asistencia fue considerada alta, se
actualizaba diariamente y contaba con el apoyo de un observador externo que controlaba el
registro. Los datos de las variables clinicas fueron observados por un solo examinador
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odontopediatra, quien previo al inicio del estudio fue sometida a calibracion
intraexaminador e interexaminador, con valores del coeficiente Kappa (k) intraexaminador
0,85 e interexaminador 0,72, de acuerdo a la clasificacion de los valores Kappa (117) el
examinador del estudio presentd un acuerdo casi perfecto intraexaminador al estar en el
rango de 0,81-1,00 y bueno dentro del rango 0,61-0,8 para el acuerdo interexaminador.

La tasa de desercion al finalizar el estudio fue del 22,5%, relacionada con cambios de
vivienda de los nifios, traslado a otros jardines, los nifios de los hogares infantiles de ICBF
al cumplir 5 afios de edad pasan al colegio y perdida del cupo en el hogar infantil por faltas
de asistencia. Al analizar el estado de caries y recuentos de UFC de los nifios que
abandonaron el estudio con los que permanecieron, no encontraron diferencias
estadisticamente significativas y los abandonos fueron equivalentes en los dos grupos
(23,4% para el grupo control y 22% para el grupo experimental), conservando la
proporcion inicial. El porcentaje de desercion coincide con otros estudios donde se ha
evaluado el consumo a largo plazo de productos lacteos que contiene probioticos en nifios
menores de 6 afios, en Chile Rodriguez (118) present6 una desercion del 21% después de
10 meses, en el estudio de Nase (2) en Finlandia fue del 24% después de 7 meses y
Stecksen en Suecia presentd una desercion del 25% luego de 21 meses de intervencion.

La seleccion de la cepa probidtica utilizada en este estudio se basa en hallazgos previos que
demuestran que LGG exhibe actividad antagonista contra las bacterias cariogénicas S.
mutans y Lactobacillos (118, 120), ademas de su potencial para la prevencion de la caries
dental y el hecho de que se considera seguros para la administracion oral en los seres
humanos (121). Se han realizado varios ensayos de control clinico controlados y la mayoria
de ellos demostré efectos positivos de los probidticos en la reduccion de la S. mutans (122)
Sin embargo, la mayor parte de los estudios evalla el efecto de los probidticos en la salud
oral de los nifios son a corto plazo con tiempo menores a 6 semanas, presentandose la
necesidad de estudios a largo plazo que ratifiquen el efecto de los probidticos y su
permanencia en el tiempo. Por lo anterior el presente estudio evalla el efecto del probiotico
a base de LGG a largo plazo contribuyendo asi a la evidencia de los cambios
microbioldgicos y clinicos en el desarrollo de la caries, generando otro aporte importante a
la evidencia cientifica del efecto de los probidticos en la salud oral, debido a que la mayoria
de los estudios evaltan el recuento de S. mutans, sin presentar resultados sobre el desarrollo
de la caries dental.

La concentracion del probidtico LGG en el presente estudio fue 5x10° UFC/g que esté en el
rango usados en estudios previos con esta cepa de probidtico 5x10° a 2.34x10° (2, 24, 22,
20, 19). Se ha reportado la concentracion pueden disminuir en los productos lacteos con el
tiempo y el proceso de preparacion de alimentos pueden afectar a la viabilidad de las
bacterias y reducir el nimero de bacterias viables por debajo de los niveles recomendados.
(123, 124). Debido a que el presente estudio usé una formula lactea en polvo que ya
contenia la especie probidtica de estudio, con los estandares de viabilidad para productos
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que contienen bacterias probidticas, con este método no fue necesario cumplir los requisitos
de la cadena de frio que seria esencial para mantener otras presentaciones de probidticos y
la administracion a los nifios estivo a cargo de profesionales en manipulacion de alimentos,
este estudio muestra una ventaja sobre otros estudios que administraron bacterias
probidticos aisladas que deben ser agregadas a otros productos lacteos, requiriendo
condiciones estrictas de preparacion que podian disminuir su efecto.

El presente estudio demostr6 que el uso de leche enriquecida con probidticos a base de
LGG en concentracion de 5x10°® UFC/g y Bifidobacteruim longum 3x10° 5 dias a la
semana durante 9 meses, disminuyo los recuentos salivales de S. mutans significativamente.
Estos resultados son consistentes con los estudios de Nase en 2001, luego de un tiempo
prolongado de 7 meses de consumo del probidtico LGG con un vehiculo lacteo, en nifios de
1 a 6 afios, encontraron una disminucién significativa de los recuentos salivares de S.
mutans. Es probable que se necesite una ingesta diaria casi regular, al igual que se ha
encontrado con otros productos profilacticos eficaces en la prevencién de caries como el
fluoruro y clorhexidina (122). Debido a que cuando se ha evaluado el efecto de leche que
contiene L. rhamnosus en el recuento de S. mutans a corto plazo (22, 19), con duracion de 2
0 3 semanas y no encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
experimental y el control. La administracion del probioético LGG en yogur (20, 23), durante
3 semanas, muestra disminucion significativa en el recuento S. mutans inmediatamente
después del consumo del probidticos, pero recolonizacion en las cinco semanas de
interrumpir la ingesta de probiético (20).

Ademéas de evaluar los recuentos salivales de S. mutans, se evalud la presencia de
Lactobacillus sp. donde en el grupo intervencion se observo presencia en el 96% y en el
grupo control en el 93% al final de la intervencion, sin encontrar diferencia
estadisticamente significativa. Pocos estudios han evaluado el efecto de LGG vy
Bifidobacteruim longum sobre los recuentos salivales de Lactobacillus sp. Sin embargo,
estos resultados coinciden con los de Glavina (6), donde se evalud el consumo de yogur que
contenia LGG sobre los recuentos de S. mutans y Lactobacillus sp. en nifios, encontrando
disminucion significativa en los recuentos salivares de S. mutans después de 30 dias, pero
no observo diferencias significativas en los recuentos de Lactobacillus.

No encontrar disminucion en la presencia de de Lactobacillus y si en S. mutans, este
hallazgo sugiere que el probidtico LGG tiene efectos en los colonizadores primarios como
los S. mutans que recubren inicialmente el esmalte para dar paso a la formacion de placa
bacterian, y no tiene efecto en los colonizadores secundarios que posteriormente se
adhieren como Lactobacillus sp. (45, 35). Los altos recuentos encontrados de
Lactobacillus pueden corresponder a especies bacterianas en face fluida presentes en la
saliva, que para dar paso a la formacion de placa, se deben anclar a receptores de adhesinas
especializadas de la superficie celular bacteriana de colonizadores primarios en la
superficie del diente (34).
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Debido a que en el presente estudio fueron usados los métodos microbioldgicos clasicos, no
fue posible identificar al final dela intervencion si la presencia de Lactobacillus
correspondia a cepas patdgenas o a la cepa probidtica LGG. Dado que muchas de
las especies de Lactobacillus tienen requerimientos nutricionales y de crecimiento
similares, a menudo es dificil identificar con precisién con la aplicacion de métodos
microbioldgicos clasicos. Varios estudios de investigacion se han centrado en la aplicacion
de técnicas de biologia molecular para lograr la rapida deteccién y la diferenciacion de esta
especie. El uso de cebadores y sondas de las secuencias de ADNr que codifican el rRNA
16S y 23S ha sido validado como medio de identificacion. (125).

En los dltimos afos, se han desarrollado diversos métodos microbioldgicos para detectar
cepas con potencial cariogénico, estimando ademas el nimero de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC), lo que ha permitido evaluar el grado de colonizacion y establecer el riesgo
de desarrollar caries dental desde el punto de vista microbioldgico (126). Otras
metodologias también usadas para lograr diferenciar especies bacterianas con potencial
cariogénico, se basan en la morfologia que presentan las colonias en agar, pruebas
bioquimicas, inmunoldgicas y métodos genético-moleculares (127). Todas estas técnicas,
presentan buena sensibilidad y especificidad, pero tienen un costo econémico elevado.

Sin embargo, las metodologias basadas en cultivos tradicionales, utilizadas para la
cuantificacion de Streptococcus del grupo mutans tienen una sensibilidad similar a la de
técnicas moleculares como el PCR en tiempo real (Real time-PCR). La investigacion
realizada por Yano et al. (128), determind que la sensibilidad de la metodologia de PCR en
tiempo real es capaz de detectar 102 UFC por ml, valor similar a la sensibilidad del cultivo
microbioldgico que utiliza el medio MSTB (Mitis-Salivarius-Bacitracina) el cual fue usado
en el presente estudio. No obstante, es necesario sefialar que, en ambas metodologias, la
sensibilidad varia dependiendo del volumen de muestra aplicado a la placa de cultivo o a la
mezcla de reaccion de PCR.

Salazar en 2008 (106), demuestra que es factible detectar bacterias cariogénicas
directamente de muestras de saliva, y que ademas se pueden identificar S. mutans y S.
sobrinus de forma rapida a partir de muestras clinicas, sin la necesidad de utilizar medios
de cultivo, ya que los procedimientos tradicionales para la identificacién de bacterias
cariogénicas pueden demorar hasta una semana, a diferencia del PCR que puede tener
resultados dentro de un dia y con mayor exactitud en la determinacion de especies, lo que
sin duda reporta beneficios para la realizacion de futuras investigaciones.

En los analisis de las caracteristicas fisico quimicas de la saliva, no se encontraron
diferencias significativas en el pH salival entre los grupos de estudio. Sin embargo, el
aumento de los valores de pH por encima de 7 después de los 9 meses en el grupo
probiético indica una mejoria en las condiciones acidas en la boca. Los hallazgos del
estudio no son comparables con otros estudios, debido al corto plazo de los estudios que
evaltan el pH salival y la especie de probiotico, en los estudios donde se evalud los
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cambios de pH por efecto del consumo de probidticos, el vehiculo de administracion fue
queso y contenia Lactobacillus acidophilus (129), helado y queso con mezclas de
probidticos (130), en los cuales se ha revelado un aumento significativo en el pH salival y
una reduccion significativa en el recuento de S. mutans en saliva durante un periodo de 7
dias.

Es posible que el efecto en el pH sea a corto plazo, sin embargo, la mejoria de las
condiciones &cidas de la boca puede interfieren con las bacterias cariogénicas (113). No
obstante, no se han encontrado evidencias clinicas sobre la accion directa del pH en la
presencia de caries dental. Preethi et al. en 2010 (110) mostrd que no hay correlacion entre
los valores de pH y la actividad de caries, independientemente de la edad y el sexo, sugiere
que dependian de variaciones individuales y ambientales. no encontré diferencias
significativas en el pH salival y la presencia de caries.

La baja capacidad del buffer salivar influye en el crecimiento de la microbiota cariogénica
salival y el desarrollo de la caries (131), al igual que en los recuentos de unidades
formadoras de colonia de S. mutans, se encontro una diferencia estadisticamente
significativa en la capacidad buffer. Lo que concuerda con estudios en nifios donde han
encotnrado un aumento significativo en la capacidad buffer de la saliva 30 dias después del
consumo de yogur con probidtico LGG (6). La capacidad buffer es un factor del huésped,
que puede mejorar con el tiempo (27), sin embargo, el efecto de los probioticos sobre la
capacidad buffer, evaluado en adultos no ha demostrado diferencia estadisticamente
significativa (133, 4).

Los hallazgos relacionados con la caries de la Infancia Temprana (CIT) mostraron una
disminucion del 7,7% de la presencia de caries, pasando de 61% al 53,3% en el grupo
intervencion (C-6 Icpas)EO>1) sin encontrar diferencias estadisticamente significativas. Sin
embargo, el porcentaje de nifios con caries al final del estudio se encuentra por debajo de lo
reportado en el IV Estudio nacional de salud bucal (58), donde se encontré que el 83,03%
de los nifios de 3 afios a nivel nacional presentan caries en su denticién temporal (DT).
Teniendo en consideracion la regién, Cali se encuentra en la region pacifica, donde el
ENSAB IV (58) reportd que el 55,94% de los nifios con denticion temporal presentan
caries, siendo la region del pais con menor presencia de Caries de la Infancia Temprana,
igualmente el grupo intervencion presentd un menor porcentaje. Los anteriores resultados
que muestran una disminucion de la caries, pero sin diferencias significativas, concuerdan
con lo encontrado por Taipale et al. (133) y Hasslof et al. (134), ya que la suplementacion
temprana de diferentes cepas probidticas no produjo una reduccion significativa de caries
medida a los 4 y 9 afios de edad, respectivamente.

Debido a que las bacterias probidticas no son capaces de colonizar la cavidad oral de forma
permanente (135). Los efectos locales y sistémicos de los probioticos descritos, incluyen la
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adhesion, coagregacion, la inhibicién competitiva, la produccion de &cidos organicos y
compuestos similares a bacteriocina e inmune-modulacién (136). Estos efectos en la salud
oral se pueden evidenciar con el consumo continuo Yy regular, de acuerdo al concepto en el
que estos microorganismos beneficiosos pueden habitar una biopelicula y proteger el tejido
oral, adhiriéndose a los tejidos dentales para establecer un efecto cariostatico e inhibir la
caries dental, haciendo parte de la biopelicula para combatir las bacterias cariogénicas
(137). Los anteriores conceptos se ven reflejados en el presente estudio, debido a que se
observo una disminucion en los recuentos de S. mutans que es la principal bacteria
cariogénica colonizadora primaria, pero no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la presencia de caries dental.

Lo resultados observados en el indice C(cpas 2-6500E muestran un promedio de dientes con
caries de 3,03+4,47 y 2,30+3,94 después de 9 meses para el grupo probiotico y el grupo
control respectivamente en cada nifio, estos resultados concuerdan con los encontrados en
Chile por Rodriguez (118), donde la prevalencia media de caries Cqcpas 2-6-000E fue
2,86+3,64 para el grupo probidtico y 3,58+3,66 para el grupo control después de 12 meses
de intervencion. Los anteriores resultados incluyen los estadios incipientes del proceso de
caries, los cuales evidencian el progreso de la enfermedad (9), en el presente estudio los
hallazgos no muestran diferencias significativas entre los grupos intervencién y control, sin
embargo, ocurrié una disminucion en el nimero de dientes con caries incipiente en el grupo
probidtico al finalizar la intervencién, con 1,11+1,97 dientes con caries inicial (Icdas 2) por
nifio, lo cual es bajo para el rango de edad de 3 a 4 afios, segun lo reportado en otros
estudios en Colombia (12, 138, 139).

Es posible que en el estudio se encontrara sesgos relacionados con la obtencion de
informacion, debido a que los nifios participantes en el estudio a largo plazo, estaban
susceptibles a presentar sesgo de atencion, que se presenta cuando los participantes de un
estudio pueden alterar su comportamiento al saber que estdn siendo observados (140),
partiendo desde el momento en que se informa a los padres en el proceso de consentimiento
informado, es posible que los padres y/o cuidadores mejoren los habitos de higiene oral de
los nifios, visiten el odont6logo o cambien los componentes de la dieta, factores que estan
asociados a los cambios en la presencia de caries dental, sin embargo en el presente estudio
no se evaluaron, pero de acuerdo a lo reportado por Arango (41) en la Ciudad de Cali, en
nifios de 1 a 5 afios, se encontr6 asociacion estadisticamente significativa entre la presencia
de caries dental y el estrato socioecondmico, la afiliacidn al servicio de salud y el acostar al
nifio sin realizar cepillado dental.

Otro posible sesgo es el de membresias, que ocurre cuando entre los sujetos en estudio se
presentan subgrupos de individuos que comparten algun atributo en particular, relacionado
de forma positiva o negativa con la variable en estudio (140). La asignacion por
conglomerados a los dos grupos intervencion y control, no permitid tener igual namero de
niflos en cada grupo, teniendo un mayor namero de nifios en el grupo tratamiento con
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probidticos, es posible que compartieran atributos particulares. Respecto al flujo salivar que
interfirié en la toma de la muestra y cantidad de la misma para cumplir con la evaluacion de
todas las variables fisico quimicas y microbioldgicas, aunque el rango de edad fue estrecho,
de 3 a 4 afios, los nifios menores presentaron dificultad en dar la muestra y en ocasiones fue
necesario obtenerla con gotero.

El principal sesgo que se presentd fue la perdida de seguimiento, que puede ocurrir
especialmente en grupos de cohortes cuando sujetos de una de las cohortes en estudio se
pierde total y parcialmente, mas o menos al 20%, y no se pude terminar el seguimiento
preestablecido, generando de esta forma una alteracion relevante en los estudios (140). La
pérdida en el seguimiento fue de 22,1% en el grupo probiotico y 23,4% en el grupo control,
aunque las caracteristicas iniciales de los individuos perdidos fueron proporcionales para
los dos grupos, los individuos que abandonaron el estudio pueden tener caracteristicas
diferentes en el efecto del probidtico de las que permanecieron en el estudio, lo que
representa una limitacion en la evaluacion final y cumplimiento estricto del protocolo.

Los estudios disponibles que evalUan el efecto de los probi6ticos en la salud oral de los
nifios, varian en calidad metodologica, las cepas de probidticos estudiados, la duracion de
las intervenciones y las dosis utilizadas. El presente estudio al tener una duracion de largo
plazo, presenta una ventaja sobre la mayoria de los estudios que son a corto plazo, se
requieren mas estudios a largo plazo donde se evalué el efecto de los probidticos en la
cavidad oral, debido a que aun no hay consistencia sobre la colonizacion y accion de los
probidticos en la placa bacteriana del tejido duro del diente (92, 141), lo anterior sugiere
que se deben implementar métodos que permitan diferenciar especies de Lactobacillus para
confirmar la presencia en la cavidad oral de las bacterias probidticas y su efecto a largo
plazo.
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8. CONCLUSIONES

La leche enriquecida con el probidtico L.rhamnosus GG se pueden utilizar como
parte de la modificacién dietética en nifios para disminuir factores de riesgo de la
caries dental, con la disminucion de los recuentos de unidades formadoras de
colonia de S. mutans, uno de los principales microorganisos cariogénicos presentes
en la cavidad oral de los nifios.

Mejorar la capacidad amortiguadora de la saliva en la infancia temprana con el
consumo a largo plazo de leche enriquecida con el probidtico L. rhamnosus GG, se
puede aplicar como una medida preventiva para reducir el riesgo de caries, lo que
permitiria que los nifios tengan mejor respuesta a los &cidos producidos por el
metabolismo de los carbohidratos de la dieta.

La microbiota microbiana de la cavidad oral de los nifios es potencialmente
modificable debido a su inestabilidad, lo que permite que si se incluye en la dieta
probidticos como L. rhamnosus GG se presente efecto en la disminucion de la
presencia de S. mutans significativamente, sin embargo, los hallazgos no logran la
disminucion significativa en la presencia de Lactobacillus sp, o que puede tener un
efecto indirecto sobre estos colonizadores secundarios, debido a la eliminacién de
los receptores de adhesina de los colonizadores primarios como lo es S. mutans.
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9. RECOMENDACIONES

Con los hallazgos del presente estudio, se propone continuar la linea de investigacion del
efecto de los probioticos en la salud oral de la primera infancia, inclyendo anélisis
posteriores a la suspension del consumo del probiotico, con el fin de identificar el efecto
posterior a la suspension del consumo, y ademas identificar si existe una colonizacion
permanente en la cavidad oral.

El efecto del probidtico en estudio se observo solo sobre los recuentos de S. mutans que es
un colonizador primario, se recomienda en futuros estudios evaluar otros colonizadores
primarios como Actinomyces spp. Ademas, incluir en la evaluacion de los recuentos de
microorganismos cariogenicos analisis de muestras de saliva y de placa bacteriana de los
mismos sujetos de estudio, debido a que los microorganismos se encuentan en el estado en
fase fluida, antes de formar parte de la placa bacteriana.

Para aumentar la especificidad del efecto de los probidticos en los microorganismos
cariogénicos, es recomendable ademas de aplicar los métodos microbioldgicos clasicos,
usar técnicas de biologia molecular para lograr la rapida deteccion y la diferenciacion de
esta especie y su permanencia en la cavidad oral.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Ficha técnica de las leches usadas en la intervencion.
Leche con probidtico (Intervencion): NAN® PRO 3. NESTLE

Es una formula de continuacion disefiada para bebés a partir de los 12 meses de edad hasta
los 3 afios, como parte liquida de su alimentacion complementaria. NAN® PRO 3 esta
disefiada para sustituir la leche de vaca. NAN® PRO 3 proporciona los nutrientes necesarios
para el desarrollo y estimula las defensas inmunoldgicas naturales del bebé durante el
periodo de alimentacion complementaria, con adicion de probidticos Lactobacilus
Rhamnosus GG, para extender los beneficios de la inmunoactivacion durante el periodo
critico de la ablactacion y asi brindar un efecto protector al bebé.

Ingredientes: Leche descremada de vaca, Maltodextrina, Oleina de Palma, Lactosa, Suero
desmineralizado de leche, Aceite de Canola, Aceite de Girasol, Minerales [Citrato de
Calcio, Sulfato Ferroso (15 mg1100 g), Sulfato de Zinc, Sulfato de Cobre y Yoduro de
Potasio], Emulsificante (Lecitina de Soya), Acido graso poliinsaturado de cadena larga
(DHA), Vitaminas [Vitamina C (Ascorbato de Sodio), Taurina, Niacina (Nicotinamida),
Vitamina E (Acetato de Tocoferol), Pantotenato de Calcio, Vitamina A (Acetato de
Retinol), Vitamina B6 (Clorhidrato de Piridoxina), Vitamina B1 (Tiamina), Vitamina B2
(Riboflavina), Acido Niko (Folacina), Vitamina K1 (Filoquinona), D-Biotina, Vitamina D
(Colecalciferol), Vitamina B12 (Cianocobalamina)], NucleOtidos, [Uridina, Citidina,
Adenosina y Guanosina], Cultivo de Bifidus (3x10° UFC/g), Cultivo de Lactobacillus
(5x108 UFC/g).

Presentacion: Lata por 800 g. (Reg. San. RSiA16187907).

Leche sin probidtico (Control): ALPINA BABY 3 PLUS ® ALPINA

Para nifios a partir de 1 afio. Adecuado aporte de proteinas, grasas, carbohidratos, vitaminas
y minerales que contribuyen a un adecuado crecimiento y desarrollo. Ademas, contiene
prebidticos, que brindan satisfaccidn y tranquilidad al bebé; nucleétidos, para la proteccion

de su sistema de defensas y adicion de DHA y ARA, para el progreso del nifio.
Presentacion: Lata por 900 g.
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Anexo 3. (POE) Procedimientos Operacionales Estandarizados para preparacion de
agar Man Rogosa Sharpe

NUmero: Version:
PROCEDIMIENTO OPERATIVO
ESTANDAR (POE) Pagina:
Universidad 75 de 86
_del Valle
Fecha de Emision: Titulo:
Febrero 2016 Procedimiento Operativo Estandar para el aislamiento de
Lactobacillus spp a partir de saliva
Elaborado por: Revisado por: Aprobado por:
Lab. Microbiologia Coordinador del rea Jefatura Departamento de
Oral- Coordinador del laboratorio Microbiologia
Area de Virologia

1. FUNDAMENTO

Esta técnica permite determinar la presencia o ausencia y cuantificacion de células

viables de bacterias del genero Lactobacillus a partir de saliva.

2. DEFINICIONES

Los Lactobacillus o bacterias del acido lactico son un género de bacterias Gram
positivas anaerobias aerotolerantes, denominadas asi debido a que la mayoria de sus

miembros convierte la lactosa y algunos monosacaridos en acido lactico.
3. OBJETIVO
Aislar, recuperar y cuantificar a partir de saliva, células viables de Lactobacillus spp.

4. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo el personal que realice labores técnicas dentro
del laboratorio de bacteriologia: Microbiologos, bacteridlogos, analistas, asistentes de

investigacion, pasantes y estudiantes.
5. RECURSOS

5.1. Materiales
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Agar MRS (Man Rogosa Sharpe)

Puntas sin filtro 100-1000uL

Ependdorff 2.0 mL

Sobres generadores anaerobiosis (Anaerogen)
Indicadores de anaerobiosis

Jarras anaerobiosis

Asa de vidrioen L

5.2. Reactivos

e Solucion NaCl al 0.9% (v/v)

6. EQUIPOS

e Estereomicroscopio (CARL ZEISS)

7. PROCEDIMIENTO

o

Homogenizar muestra de saliva en vortex durante 30 segundos.

Tomar 100 pL de la muestra y dispensar en tubo eppedorff de 2.0 mL con 900
uL de NaCl al 0.9%. Este tubo corresponderia a la dilucion 1072,

Realizar diluciones seriadas repitiendo el proceso anterior hasta la dilucion 103
A partir de la altima dilucion (10-3), tomar 100 pL y dispensar en caja de agar
MRS.

Sembrar por superficie con asa de vidrio en L de tal forma que sea homogéneo
en la totalidad de la caja.

Incubar a 37°C por 2 dias en condiciones de anaerobiosis.

8. INTERPRETACION DE RESULTADO

9. INFORME DE RESULTADO

Realice el recuento de UFC sospechosas de Lactobacillus y registre el promedio de las
cajas de agar (donde se visualice crecimiento).

10. DOCUMENTACION

11. BIOSEGURIDAD
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Todas las muestras clinicas deberan ser manipuladas como positivas, y siempre
se deben usar barreras protectoras tales como bata de laboratorio, guantes y
careta en los procedimientos que forman aerosoles. La exposicion de la mano
desnuda con material infeccioso (muestras clinicas, cultivos bacterianos) es
considerada una exposicion ocupacional.

Todo el personal que labora en el laboratorio deberd lavar sus manos antes de
iniciar el trabajo, después de usar los guantes y antes de abandonar el
laboratorio.

Las batas de laboratorio, gorros, tapabocas, guantes se deben emplear mientras
se esté trabajando en el laboratorio. Esta ropa de proteccion es de uso exclusivo
en el laboratorio, y se debe remover al salir de el.

No pipetear con la boca, usar los pipeteadores automaticos a su disposicion.

Trabajar en la cabina de seguridad biologica siempre al manipular las muestras
clinicas o bioldgicas. Bajo ninguna circunstancia destapar muestras clinicas
fuera de la cabina de flujo laminar.

Todas las superficies de trabajo deberan ser descontaminadas al iniciar el trabajo
y al finalizar el dia y después de ocurrir derrames o salpicaduras de material
bioldgico.

Evitar tocarse los 0jos, nariz o la cara mientras este trabajando en el laboratorio.

Todos los desechos sélidos contaminados o potencialmente contaminados se
deben descartar en bolsa roja (desechos hospitalarios). Aquellos desechos
biolégicos liquidos (saliva), se deben descartar en vasijas autoclavables
conteniendo hipoclorito de sodio.

No se desvie del protocolo a cada procedimiento que esta realizando, cualquier
modificacion al protocolo debe ser consultado y previamente autorizado por el
coordinador del Laboratorio.

Todo el material desechable y guantes, independientemente de que se haya

usado o no con material contaminado o muestras clinicas se debe descartar en
los residuos hospitalarios y tratarse como material contaminado.
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Anexo 4. (POE) Procedimientos Operacionales Estandarizados de la preparacion de
agar Mitis Salivarios Bacitracina

NUmero: Version:
PROCEDIMIENTO
OPERATIVO ESTANDAR Pégina:

Universidad (POE) 78 de 86

_del Valle
Fecha de Emision: | Titulo:

Febrero 2016 Procedimiento Operativo Estandar de la preparacion de agar
Mitis Salivarius Bacitracina
Elaborado por: Revisado por: Aprobado por:
Lab. Microbiologia Coordinador del area Jefatura Departamento de
Oral- Coordinador del laboratorio Microbiologia

Area de Virologia

1. FUNDAMENTO:

El agar Mitis Salivarius fue descrito por Chapman para el aislamiento de
Streptococcus. Contiene hidrolizado de caseina enzimatica y digerido péptico de
tejido animal como fuentes de carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales. La
dextrosa y sacarosa son las fuentes de hidratos de carbono fermentables y el fosfato
dipotasico es la sustancia tampén y el azul de tripan es un colorante &cido
responsable del color azul de las colonias.

El cristal violeta y el telurito de potasio (1%) inhiben la mayoria de bacilos
gramnegativos y la mayoria de las bacterias gram positivas, excepto los
Streptococcus. El suplemento con bacitracina a una concentracion de 200U/ml se
usa para inhibir el crecimiento de algunos Streptococcus sensibles y seleccionar S.
mutans resistente a esta concentracion.

2. DEFINICION:

No aplica
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3. OBJETIVO:

Describir detalladamente el procedimiento estandar para la preparacion del agar
Muitis Salivarius suplementado con Bacitracina, Sacarosa y Telurito de potasio para
el aislamiento selectivo de S. mutans a partir de una muestra de saliva.

4. ALCANCE:

Este procedimiento esta dirigido a todo el personal que realice labores técnicas
dentro del laboratorio de bacteriologia: Microbidlogos, bacteridlogos, analistas,
asistentes de investigacion, pasantes y estudiantes.

5. RECURSOS:

5.1. Materiales
Espatula
Erlenmeyer de 2 litros
Papel aluminio para cubrir
Puntas sin filtro 100-1000 pL
Filtros de 0.2 micrones
Jeringa 5 mL
Cajas de Petri
Guantes Termoresistentes

5.2. Reactivos y soluciones: Proporciones para 800 mL de medio

1. Agar base
o Mitis Salivarius (DIFCO) 729
(Segquir instrucciones del medio segin casa comercial)
o Sacarosa 10%(Carlo Erba) 80g
o Agua destilada 1000ml
2. Solucion de Bacitracina (200U/ml)
o Bacitracina 200U/ml (almacenada a 2- 8°C) 40 mg
(Puede cambiar dependiendo de las U/g del frasco segun casa comercial)
o Agua destilada estéril 10 ml
3. Solucion Telurito de potasio 1%
o Telurito de potasio 1% (almacenado en viales a 2-8°C) 0,8 ml
6. EQUIPO:
e Plancha calentadora con agitador
e Balanza
e Autoclave
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e Cabina de flujo laminar clase 11

7. PROCEDIMIENTO:

10.

7.1 . Preparar la solucion de Bacitracina (10 ml)

o Pesar 40 mg de Bacitracina

o Afiadir la Bacitracina a 10 ml de agua destilada estéril y mezclar.

o Adherir un filtro de 0.2 micrones a una jeringa Yy filtrar la solucién para
esterilizarla.

o NOTA: Se pude preparar una solucion de mayor volumen de Bacitracina y
luego alicuotar en volumenes de 5 mL en sus respectivos tubos para evitar
contaminacion del reactivo.

7.2 . Preparacion del Agar Base de Mitis Salivarius (para 800 mL)

Pesar 72 g de Agar Mitis Salivarius.

Pesar 80 g de Sacarosa EXTRA PURE (DIKSON)

Disolver la sacarosa y el agar en 800 mL de agua destilada estéril pH 7.0 y
calentar hasta disolver (No dejar hervir la solucion)

Autoclavar 10 min , 15 Ib, 121°C

Dejar enfriar (aproximadamente 52-55°C).

Luego, afiadir 800 uL de Telurito de Potasio al 1% (almacenado en alicuotas a
8°C) al agar previamente enfriado.

Afadir también 800 pL de la solucién filtrada de Bacitracina (200U/mL).
Mezclar bien, sin formar burbujas y servir en las cajas de Petri (20-25 ml por
caja)

Flamear las cajas con cuidado para remover burbujas si es necesario.

Dejar secar las cajas con la tapa levemente levantada.

Tapar las cajas y colocarlas invertidas en papel kraft o contenedor plastico, al
interior del refrigerador.

Marcarlas con el nombre, fecha de preparacion, fecha de expiracién y
condiciones de almacenamiento.

Dejar dos cajas en control de esterilidad, una a temperatura ambiente (22-25°C)
y otraa 37°C.

INTERPRETACION DE RESULTADO
No aplica

INFORME DE RESULTADO
No aplica

DOCUMENTACION
No aplica

11. BIOSEGURIDAD
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12.

13.

e Uso profesional exclusivo.

e No utilizar el producto si al recibirlo su envase esta abierto o dafiado.

e No utilizar el producto si existen signos de contaminacion o deterioro, asi como
tampoco si ha expirado su fecha de vencimiento.

e Utilizar guantes y ropa protectora cuando se manipula el producto.

e Considerar las muestras como potencialmente infecciosas y manipularlas
apropiadamente siguiendo las normas de bioseguridad establecidas por el
laboratorio.

e Las caracteristicas del producto pueden alterarse si no se conserva
apropiadamente.

e Descartar el producto que no ha sido utilizado y los desechos del mismo segun
reglamentaciones vigentes.

CONTROL DE CALIDAD

Control positivo: Streptococcus mutans ATCC 25175

Inocular las cajas con el organismo de acuerdo al manual de control de calidad.
Colonias de color azul oscuro, con margenes irregulares, bien adheridas al medio y
a veces rodeadas con un halo como gotas de agua debido a la produccion de
polisacaridos extracelulares

Control negativo: Escherichia coli
Inocular las cajas con el organismo de acuerdo al manual de control de calidad. No
debe haber crecimiento de éstos después de un tiempo de incubacién de 48 horas.

REFERENCIAS

L.F. Gomez O.L. Gomez M. Fundamentos de ciencias basicas aplicadas a la
odontologia. Pontificia Universidad Javeriana. Bogota. (2006).

Syed S. and Loesche W. Efficiency of various growth media in recovering oral

bacteria flora from human dental plaque. American Society for Microbiology. 2000;
26 (4). p. 459-465.
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Anexo 5. (POE) Procedimiento Operativo Estdndar para Caracteristicas
fisicoquimicas de la saliva

Ndmero: Version:

PROCEDIMIENTO
OPERATIVO ESTANDAR Pagina:

Universidad (POE) 82 de 86

_del Valle
Fecha de Emision: | Titulo:

Febrero 2016 Procedimiento Operativo Estandar para Caracteristicas
fisicoguimicas de la saliva
Elaborado por: Revisado por: Aprobado por:
Lab. Microbiologia Coordinador del area Jefatura Departamento de
Oral- Coordinador del laboratorio Microbiologia

Area de Virologia

12.

13.

FUNDAMENTO

La saliva y sus caracteristicas fisicoquimicas desempefian un papel fundamental en la
salud oral del ser humano debido a sus funciones de re-mineralizacion del esmalte
dental, dilucién de azucares y amortiguamiento del pH; por tanto determinar y evaluar
el pH salival, la capacidad buffer de la saliva y la tasa de flujo saliva resulta importante.

DEFINICIONES

La saliva es un fluido que se origina en las glandulas salivales mayores y menores, el
cual se produce de manera constante permitiendo una accion limpiadora sobre las
superficies de los tejidos duros y blandos de la cavidad bucal. Es también una fuente
constante de calcio y fosfato, necesarios para la re-mineralizacion del esmalte.

Capacidad Amortiguadora o Buffer: La capacidad amortiguadora es la habilidad de la
saliva para contrarrestar los cambios de pH. La funcion amortiguadora de la saliva se
debe principalmente a la presencia del bicarbonato ya que la influencia del fosfato es
menos extensa..

La tasa de flujo salival, es uno de los puntos méas importantes para determinar la salud
oral. Se puede obtener en condiciones de estimulacion o no y se calcula dividiendo el
volumen salival entre el tiempo de recoleccién. EI promedio de la tasa de flujo salival
en reposo de la saliva completa o mixta es de 0.4 ml/min; mientras que para la saliva
mixta estimulada con parafina es de 2 ml/min. Una tasa de flujo salival adecuada es
esencial para que la salud bucal se mantenga pero este equilibrio puede interrumpirse al
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alterarse el balance entre el huésped y los microorganismos, dando lugar al crecimiento
excesivo de las bacterias.

14. OBJETIVO

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de la saliva como un factor de riesgo
importante en el desarrollo de caries.

15. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo el personal que realice labores técnicas dentro
del laboratorio de bacteriologia: Microbiologos, bacteridélogos, analistas, asistentes de
investigacion, pasantes y estudiantes.

16. RECURSOS

16.1. Materiales

Cinta indicadora de pH
Tubo Falcon 50 mL
Cronometro

Pipeta de vidrio 10 mL
Pinza metalica estéril

16.2. Reactivos
HCL (0.0033 N)
Agua destilada estéril.

17. EQUIPOS
e pH metro

18. PROCEDIMIENTO
7.1 Determinacion pH saliva

o Cortar un fragmento aproximadamente de 2 cm de largo de cinta indicadora
de pH y sujetar un extremo del fragmento con una pinza estéril.

o Introducir con cuidado en la boca del voluntario y medir el pH de saliva bajo
la lengua. Inicialmente el voluntario no debe de haber ingerido el probidtico
(alimento enriquecido).

o Registrar el resultado de acuerdo al cambio de color de la cinta y su
respectivo patron que corresponde a un valor de pH especifico.

o Después de que el voluntario ingiere el probiotico, esperar 10 minutos.
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o Con un nuevo fragmento de cinta indicadora, registrar el pH de saliva
repitiendo el proceso descrito anteriormente.

o Una vez llega la muestra al laboratorio debidamente sellada, rotulada y
refrigerada segun el POE de muestra de saliva.

o Homogenizar la muestra, introducir el electrodo del pH metro previamente
calibrado y registrar el pH de la saliva nuevamente.

7.2 Evaluacion tasa flujo salivar

o Tener en cuenta el tiempo total de recoleccion de muestra y registrarlo.

o Medir con una pipeta calibrada de vidrio el volumen final de saliva
colectado sin tener en cuenta la espuma.

o Registrar los datos de volumen.

7.3 Evaluacion capacidad buffer saliva

Inicialmente medir el pH basal (Ver punto 7.1)

Tomar 1 mL de saliva

Adicionar en 3,0 mL de HCL (0.0033 N)

Mezclar durante 20 minutos

Registrar el valor del pH

Comparar el valor de pH obtenido con los rangos de la tabla 1 (ver punto 8)
y evaluar la capacidad buffer de la saliva segun corresponda.

O O O O O O

19. INTERPRETACION DE RESULTADO
No aplica

8.3 pH SALIVAL
El pH normal de la saliva se encuentra entre 6,8 y 7,2 ya que en este rango actda la
enzima amilasa o ptialina.

8.2 TASA FLUJO SALIVAL

La tasa de flujo salival se calcula dividiendo el volumen salival entre el tiempo de
recoleccion. El promedio de la tasa de flujo salival estimulada con parafina es de 2
ml/min y el de no estimulada es de 0,4 ml/min.

Cuando el flujo salival en reposo es inferior a 0,1 — 0,2 ml/min, o el estimulado es

menor de 0,5-0,7 ml/min, se considera que existe una disminucion patologica de
secrecion salival.
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8.3 CAPACIDAD BUFFER
Tabla 1. Evaluacion capacidad buffer de la saliva estimulada y NO estimulada.

Valor pH Evaluacion
) Mas de 6.50 Alto
Cap?j(;l(igﬂ\t):ffer 6.50 - 5.75 Normal
estimulada 5.74 - 4.00 Bajo
Menos de 4.00 Muy bajo
Valor pH Evaluacion
) Maés de 4.75 Alto
Capamd_ad buffer 4.95 - 4.75 Normal
de saliva NO .
estimulada 3.50-4.24 Bajo
Menos de 3.50 Muy bajo

20. INFORME DE RESULTADO
21. DOCUMENTACION

22. BIOSEGURIDAD

Todas las muestras clinicas deberan ser manipuladas como positivas, y siempre
se deben usar barreras protectoras tales como bata de laboratorio, guantes y
careta en los procedimientos que forman aerosoles. La exposicién de la mano
desnuda con material infeccioso (muestras clinicas, cultivos bacterianos) es
considerada una exposicion ocupacional.

Todo el personal que labora en el laboratorio debera lavar sus manos antes de
iniciar el trabajo, después de usar los guantes y antes de abandonar el
laboratorio.

Las batas de laboratorio, gorros, tapabocas, guantes se deben emplear mientras
se esté trabajando en el laboratorio. Esta ropa de proteccion es de uso exclusivo
en el laboratorio, y se debe remover al salir de el.

No pipetear con la boca, usar los pipeteadores automaticos a su disposicion.
Trabajar en la cabina de seguridad biologica siempre al manipular las muestras

clinicas o bioldgicas. Bajo ninguna circunstancia destapar muestras clinicas
fuera de la cabina de flujo laminar.
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e Todas las superficies de trabajo deberan ser descontaminadas al iniciar el trabajo
y al finalizar el dia y después de ocurrir derrames o salpicaduras de material
bioldgico.

e Evitar tocarse los 0jos, nariz o la cara mientras este trabajando en el laboratorio.

e Todos los desechos sélidos contaminados o potencialmente contaminados se
deben descartar en bolsa roja (desechos hospitalarios). Aquellos desechos
biolégicos liquidos (saliva), se deben descartar en vasijas autoclavables
conteniendo hipoclorito de sodio.

¢ No se desvie del protocolo a cada procedimiento que esta realizando, cualquier
modificacion al protocolo debe ser consultado y previamente autorizado por el
coordinador del Laboratorio.

e Todo el material desechable y guantes, independientemente de que se haya
usado o no con material contaminado o muestras clinicas se debe descartar en
los residuos hospitalarios y tratarse como material contaminado.

23. CONTROL DE CALIDAD
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