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RESUMEN

Antecedentes: La caries dental es la enfermedad crénica mds comun de la nifiez y a pesar de los grandes
avances para contrarrestarla su incidencia permanece en aumento, es por ello que el empleo de medidas
coadyuvantes como la terapia a través del uso de probidticos podria resultar util para su prevencion. Sin
embargo a pesar de las investigaciones reportadas, la bacterioterapia debe ser previamente acreditada
dentro del entorno mexicano, por lo que resulta inherente un mayor respaldo cientifico, de ahi la
importancia de la presente investigacion.

Objetivo: Evaluar el efecto del probiético L. reuteri DSM 17938 BioGaia® en la prevencion de caries en una
poblacidon de preescolares que asisten a tres escuelas pertenecientes al area metropolitana durante el
periodo de Enero a Marzo del 2019.

Metodologia: Se llevd a cabo un estudio cuasiexperimental en una muestra a conveniencia de 250
preescolares de 3 a 5 afios de edad. Previa seleccion y autorizaciéon de consentimiento informado, fueron
seleccionados 30 sujetos libres de caries que se dividieron de manera aleatoria en 3 grupos de estudio:
grupo control (A), grupo experimental (B): probidtico con L. reuteri DSM 17938 BioGaia® y grupo placebo
(C): tabletas placebo sin cepa probidtica. Seguidamente, antes de iniciar con el tratamiento se aplicé y
realizé un registro basal de los siguientes predictores de riesgo a caries dental: indice ceod, flujo y pH salival
no estimulado, indice O’Leary, asi como recuento de Streptococcus mutans en saliva y Lactobacillus en
biopelicula dental a cada sujeto del estudio piloto. Posteriormente se realizd un registro post intervencién a
los 2 y 3 meses de tratamiento, evaluando los resultados y determinando la efectividad del probidtico
ingerido, valorando su empleo como método de prevencién de caries dental.

Resultados: Los datos analizados fueron incluidos en el paquete estadistico SPSS, aplicando ANOVA de
medidas repetidas con DHS de Tukey como prueba posthoc, prueba de Xi’ y prueba de Friedman,
considerando un valor de p<0.0.5 como significancia estadistica.

El estudio revel6 una reduccidn significativa en el recuento de Streptococcus mutans (*p <0,05) ademas de
un incremento en los niveles de Lactobacillus (*p <0,05) en los preescolares del grupo de B tras tres meses
de intervencién. Asimismo el grupo C mostro una disminucion en UFC/hisopo de Lactobacillus spp (*p
<0,05) en comparacion al grupo Ay B.

Del mismo modo, durante la administracion del tratamiento en los tres grupos de estudio se observd un
aumento del indice ceod, una disminucién del indice O’Leary y un pH y flujo salival constantes, sin embargo,
ninguna de las variaciones en estos predictores de riesgo presentd significancia estadistica relevante.

Conclusiones: Nuestros resultados indican que el consumo regular a corto plazo del probidtico L. reuteri
DSM 17938 BioGaia® podria ser util en el mantenimiento de la salud oral, teniendo un efecto beneficioso
sobre algunos predictores de riesgo de caries dental relacionados como el recuento de Streptococcus
mutans, sin embargo, se requieren estudios a mayor escala y plazo que confirmen el uso de la terapia con
probidticos como estrategia de prevencidn y control de caries dental.

Palabras clave: Caries dental, probidticos, microbiota, Streptococcus mutans, Lactobacillus, L. reuteri



ABSTRACT

Background: Dental caries is the most common chronic childhood disease and despite the great advances to
counteract it, its incidence remains on the rise, which is why the use of adjuvant measures such as therapy
through the use of probiotics could be useful for its prevention. . However, despite the reported research,
bacteriotherapy must be previously accredited within the Mexican environment, so that greater scientific
support is inherent, hence the importance of this research.

Objective: To evaluate the effect of the probiotic L. reuteri DSM 17938 (BioGaia®) in the prevention of caries
in a population of preschoolers attending three schools belonging to the metropolitan area during the
period from December 2018 to March 2019.

Methodology: A quasi-experimental study was carried out in a sample at the convenience of 250
preschoolers aged 3 to 5 years. After selection and authorization of informed consent, 30 caries-free
subjects were selected that were randomly divided into 3 study groups: control group (A), experimental
group (B): probiotic with L. reuteri DSM 17938 BioGaia® and group placebo (C): placebo tablets without
probiotic strain. Then, before starting treatment, a baseline registry of the following predictors of dental
caries risk was applied: ceod index, non-stimulated salivary flow and pH, O'Leary index, as well as
Streptococcus mutans count in saliva and Lactobacillus in dental biofilm to each subject of the pilot study.
Subsequently, a post-intervention registry was performed at 2 and 3 months of treatment, evaluating the
results and determining the effectiveness of the probiotic ingested, assessing its use as a method of
prevention of dental caries.

Results: The analyzed data were included in the SPSS statistical package, applying ANOVA of repeated
measures with Tukey DHS as a posthoc test, Xi2 test and Friedman test, considering a value of p<0.0.5 as
statistical significance.

The study revealed a significant reduction in the Streptococcus mutans count (* p <0.05) in addition to an
increase in Lactobacillus levels (* p <0.05) in preschoolers in group B after three months of intervention.
Group C also showed a decrease in CFU / swab of Lactobacillus spp (* p <0.05) compared to group A and B.

Similarly, during the administration of the treatment in the three study groups an increase in the ceod index,
a decrease in the O'Leary index and a constant pH and salivary flow were observed, however, none of the
variations in these risk predictors presented relevant statistical significance.

Conclusions: Our results indicate that the regular short-term consumption of the L. reuteri DSM 17938
BioGaia® probiotic could be useful in maintaining oral health, having a beneficial effect on some predictors
of related dental caries such as the Streptococcus mutans count, However, larger-scale studies are required
to confirm the use of probiotic therapy as a prevention and control strategy for dental caries.

Key words: Dental caries, probiotics, microbiota, Streptococcus mutans, Lactobacillus, L. reuteri



l. INTRODUCCION

La caries dental es una de las enfermedades mas prevalentes en la poblacion
mundial y mas aun en los paises en desarrollo, por lo que es importante promover
medidas complementarias que coadyuven en la prevencién de esta enfermedad.
Tal es el caso de la terapia con probiéticos, que tiene un efecto inhibidor sobre la
colonizacion de los patdégenos responsables de la caries dental como el
Streptococcus mutans y Lactobacillus, previniendo asi la aparicibn de ésta

patologia.

En México, se comercializan productos probidticos para uso odontolégico que
emplean diferentes cepas, sin embargo, debido a su reciente aparicion en el
mercado, existen muchas interrogantes sobre su mecanismo de accion,

efectividad y pautas de administracion.

Por este motivo, en esta investigacion se evalla el efecto del probidtico BioGaia®
con L. reuteri DSM 17938 en el recuento de Streptococcus mutans en saliva y
Lactobacillus en biopelicula dental, esperando consiga una disminucion en la
colonizacion de dichas bacterias. Los resultados no solo evalluan la efectividad de
dicho producto, sino que también permitiran esclarecer su funcionamiento
respecto a la cepa probidtica contenida y su uso en relacién a la prevencion de la

caries dental.



Il. MARCO TEORICO

I1.L1. Caries dental.

Se define como una enfermedad infecciosa, transmisible, polimicrobiana,
localizada, que afecta a los tejidos duros del érgano dental, empezando primero
con la disolucién localizada de las estructuras inorganicas en una superficie dental
por medio de acidos de origen bacterianos, hasta llegar, finalmente, a la

desintegracion de la matriz organica. *

La etiologia de la caries es multifactorial, en primer lugar hay tres factores
esenciales: huésped, microorganismos y dieta, mismos a los que se afade el
tiempo segun Newbrun en 1978; de igual modo, intervienen factores del entorno
como: presencia 0 ausencia de servicios sanitarios y programas de salud oral,
nivel socio econdémico, estrés, etnia, cultura, factores de ingenieria biodental
(biomecénicos, bioquimicos y bioeléctricos), entre otros. Finalmente, el riesgo
cariogénico comprendera tanto factores de riesgo sociodemograficos, como de

comportamiento, fisico-ambientales y biolégicos. 23

En términos ecoldgicos, esta enfermedad es consecuencia de un desequilibrio en
el ecosistema que conduce al predominio de la microbiota patdgena en la cavidad
oral. Los principales microorganismos asociados con la produccion de caries son,

en orden de frecuencia: 1) Streptococcus mutans (S.mutans) (Principalmente el



serotipo ¢) y en menor proporcion Streptococcus sobrinus (S.sobrinus) y
Streptococcus gordonii  (S. gordonni) y 2) especies de Lactobacillus vy

Actinomyces. *

Hoy en dia, la importancia de determinar la etiologia y metabolismo de estas
comunidades microbianas podria ser considerada un paso clave en el disefio de

estrategias potenciales para prevenir la caries dental.

11.1.1 Microbiota oral

La microbiota oral se caracteriza por ser extraordinariamente compleja en géneros
y especies. La mayoria de investigadores coinciden en sefialar que existen mas de
600 especies bacterianas en el ambiente oral. La interrelacion de la microbiota oral
entre si, expuesta a la accion de factores fisicos y quimicos del ambiente oral,

define las caracteristicas y composicién de los microorganismos orales. *

En la boca se reconocen varios habitats de colonizacion microbiana, tales como
organos dentarios, surco gingival, encia, lengua, carrillos, labios y paladar. Los
cuales constituyen un sistema ecologico muy heterogéneo y favorecen el
crecimiento de comunidades microbianas diferentes sobre la pelicula adquirida
previa. Las bacterias residentes tienen actividades pro y antiinflamatorias,

cruciales para mantener la homeostasis en la cavidad oral. °



Aunque el balance quimico y ecologico depende en gran medida de los
microorganismos, poco se sabe del modo y la dinamica de los ecosistemas

microbianos responsables de mantenerlo. *

La cavidad oral sana, esta caracterizada por una microbiota dominada por los filos
Firmicutes (género Streptococcos, familia Veillonellaceae, género Granulicatella),
Proteobacteria (género Neisseria, Haemophilus), Actinobacteria (género
Corynebacterium, Rothia, Actinomyces), Bacteroidetes (género Prevotella,
Capnocytophaga, Porphyromona) y Fusobacteria (género Fusobacterium). Otras
comunidades bacterianas asociadas a condiciones libres de caries son
Cordiobacterium, Kingella, Aggregatibacter o Mannheimia.® Mientras tanto, las
especies tradicionalmente asociadas con lesiones de caries incluyen a

Streptococcus mutans, S. sobrinus, Actinomyces spp. y Lactobacillus spp. ’

Los hallazgos de una comunidad microbiana relacionada con un estatus no
cariogénico apoyan la idea de usar bacterias asociadas al estado saludable como

probiéticos, para prevenir las enfermedades orales. °

I1.1.2 Colonizacién en cavidad oral

La cavidad oral del feto en el Utero se encuentra libre de gérmenes, a partir del
nacimiento dicha cavidad queda expuesta a la microbiota del tracto vaginal

materno o del medio quirargico abdominal, dependiendo de la via de parto. Los



microorganismos que colonizan la cavidad bucal del recién nacido a partir de ocho
horas aproximadamente, después del alumbramiento, constituyen la denominada

comunidad pionera: > & ?

Los primeros en instalarse y los méas numerosos son los Streptococcus,
fundamentalmente facultativos (se desarrollan tanto en presencia como en
ausencia de oxigeno) que colonizan la lengua y las mucosas, encontrandolos de
forma libre en la saliva. Inmediatamente después del nacimiento, entre las 24 y 36
horas, los neonatos presentan niveles de bacterias bucales en saliva al mismo
nivel que los adultos y a partir del segundo dia es posible detectar bacterias
anaerobicas en la boca sin 6rganos dentarios del infante. El nimero de bacterias
bucales aumenta gradualmente como resultado de la exposicion a fuentes
externas de microorganismos ambientales. Es probable que esta microbiota
adquirida a partir del nacimiento sea reemplazada o alterada a los pocos dias por
la microbiota de la leche materna. La forma de la alimentacién (lactancia natural o
artificial), asi como la influencia de las vias de transmisién vertical y horizontal,

afectaran posteriormente la diversidad de la microbiota oral y sistémica.> 8 °

Meses después, al iniciar la erupcion de los oOrganos dentarios, éstos son
colonizados por Streptococcus mutans y por otros miembros de la microbiota oral.
Debido a que Streptococcus mutans es mal colonizador de las superficies dentales
comparado con otros microorganismos orales, su "ventana de infectividad"
depende de los 6rganos dentarios recién erupcionados. A medida que los érganos

dentarios de los nifios adquieren una biopelicula estable y conformada, la

5



habilidad de colonizacién de Streptococcus mutans se reduce mucho y la ventana
se cierra.’® La mecénica de la microbiota en esta fase de denticién primaria atn no
esta clara; ademas, se desconoce si el desarrollo de la microbiota oral sana se ve
perturbada por el inicio o la progresion de la Caries de la Infancia Temprana
(CIT).** Posteriormente, puede abrirse una segunda "ventana de infectividad"
cuando los 6rganos dentarios permanentes comienzan a erupcionar a los 6 afos
de edad, pero esta vez la fuente de Streptococcus mutans puede ser de
reservorios ya establecidos en la denticién primaria.’® Dicho de otra manera,
durante la nifiez las especies facultativas son dominantes en la cavidad oral, mas
tarde, con la erupcion dental aparecen nuevas condiciones microbianas favorables
y localizables, incorporandose varios anaerobios, por lo que las bacterias se

incrementan y al final de esta etapa se parecen a la microbiota del adulto. * 2

Asi pues, la microbiota oral establecida puede presentar profundas alteraciones en
su diversidad y composicion a lo largo de periodos de tiempo relativamente
prolongados, planteando que la dinAmica de desarrollo de la microbiota oral puede
responder potencialmente al desarrollo o la maduracion del huésped. Es decir, la
estructura de la microbiota oral puede diferir sustancialmente entre distintos
grupos de edad, por ejemplo: bebés edéntulos, nifios con denticion primaria, nifios
con denticion mixta, adolescentes con denticion permanente y adultos con

denticién permanente. **



[1.1.3 Papel fisioldgico de la microbiota oral simbiética

La microbiota oral contribuye al bienestar oral y general, su pérdida puede ser
perjudicial para la salud del huésped; ** como ejemplo, en un estudio realizado
por Tribble et al. refiere que una microbiota oral simbiotica puede contribuir a la
salud humana a través de la via entero salivaria nitrato (NO3) — nitrito (NOy) -
oxido nitrico (NO), ya que las bacterias reductoras de nitrato a nitrito pueden
actuar de manera complementaria en la producciéon de NO y participar en la
regulacion endotelial, manteniendo una presion arterial sistélica en reposo mas

baja en individuos sanos. **

Al mismo tiempo, estas comunidades microbianas simbi6ticas contribuyen a otras

funciones metabdlicas, fisiolégicas e inmunolégicas criticas, por ejemplo: *3

A. Diferenciacién y maduracion de la mucosa del hospedero y de su
sistema inmune. Las bacterias pueden interferir en la proliferaciéon y
diferenciacion de las células epiteliales que conforman la mucosa. Asimismo, una
porcion de la estructura basica de las mucosas forma parte del sistema inmune
adaptativo, por ejemplo, el tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT), los

linfocitos T y B, interleucinas, etc. > 3%

B. Digestion de alimentos y nutrientes. La microbiota oral puede

metabolizar proteinas, péptidos y aminodacidos, entre otros sustratos, asi como

interferir en la conversion de los nitratos de la dieta en nitritos. >34



C. Generacidon de energia. La utilizacion de energia potencial contenida en
los nutrientes se produce por reacciones de oxido-reduccion llevadas a cabo por
bacterias, tal es el caso de la fermentacién donde son transferidos componentes o

iones. 1>/

D. Mantenimiento de la funcion de barrera de piel y mucosas. La funcion
defensiva de la microbiota incluye el efecto "barrera”, donde las bacterias que
ocupan un espacio o nicho ecolégico impiden la implantacion de bacterias

extrafias al ecosistema. *>18

E. Desarrollo y regulacion del sistema inmune, ajuste en su patrén de
reaccion (balance entre procesos proinflamatorios y antiinflamatorios). En
una microbiota oral mixta, el predominio de las bacterias Gram positivas puede
inducir la secrecion de interleucina 12 (IL-12) la cual es proinflamatoria, mientras
gque el aumento de bacterias Gram negativas estimula la secreciéon de la

interleucina 10 (IL-10) capaz de disminuir y regular la respuesta inflamatoria. >**

F. Prevencion de la invasiébn y crecimiento de microorganismos
promotores de enfermedades (resistencia a la colonizacion). Los
microorganismos en una biopelicula dental relacionada con la salud pueden
producir sustancias como peroxido de hidrogeno (H,O;) y bacteriocinas que

pueden suprimir el crecimiento de microorganismos asociados a enfermedades. *

13,19



I1.1.4 Disbhiosis

La disbiosis es un cambio en las comunidades microbianas sanas que tiene como
resultado una ruptura o desequilibrio en la relacién beneficiosa con el huésped,
asociandose con enfermedad y caracterizandose por la alteracion de la diversidad

y las proporciones relativas de especies de la microbiota. °>*°

La alteracion de la microbiota, y por lo tanto del microbioma, se ha vinculado a: 1)
exposicion a moléculas perturbadoras (ingredientes alimentarios como azulcares,
gluten, agua clorada, antibiéticos, multitud de productos quimicos); 2) escasez de
nutrientes que fomenten colonias saludables de bacterias (dietas deficientes en
vegetales con fibra o con excesivas grasas saturadas), y 3) situaciones que

provoquen y mantengan estrés. >

Si el medio ambiente local est4 perturbado, entonces los patdogenos potenciales
pueden obtener una ventaja competitiva y bajo apropiadas condiciones, llegar a
los nimeros que predisponen un sitio a la enfermedad, por ejemplo, la caries

dental. %°

[1.1.5. Biopeliculas microbianas: Interacciones en salud y enfermedad.

Los microorganismos, es decir, la microbiota que forma el microbioma humano no
son solo organismos unicelulares que viven juntos, sino que forman comunidades

altamente reguladas, estructuradas y organizadas funcionalmente, unidas a
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superficies; conformando de esta manera biopeliculas con sinergias vy

antagonismos entre especies, contribuyendo asi a la estabilidad ecolégica. **

Las definiciones de biopeliculas existentes en la literatura son multiples pero todas
ellas describen de manera similar la interrelacion que se establece entre los
diferentes microorganismos que componen la comunidad y la estructura sobre la
cual estan soportados. Las biopeliculas no solo estan formadas por bacterias, sino
también por otros tipos de microorganismos como hongos, levaduras, algas y

protozoos, por lo que pueden estar formadas por una o varias especies distintas.**

Las bacterias dentro de una biopelicula pueden comunicarse entre si produciendo,
detectando y respondiendo a pequefias moléculas de sefial en un proceso llamado
quérum sensing, que confiere beneficios para la colonizacion del huésped asi
como la formacion de nuevas biopeliculas, la defensa contra los competidores y la
adaptacion a los cambios en el entorno. Asimismo aunque existe una
heterogeneidad en la estructura de cada biopelicula, se han observado numerosas
caracteristicas estructurales que son comunes, como canales de agua que forman
un primitivo sistema circulatorio que transporta nutrientes y deshechos a las

diferentes poblaciones microbianas. %

Un ejemplo claro de biopelicula es la biopelicula dental o también llamada placa
dental o placa bacteriana. En una biopelicula dental asociada a salud se produce
un balance activo entre las bajas tasas de produccion de acido y la generacion

compensatoria de alcali, dando como resultado un entorno con un pH

10



considerablemente neutro, por lo tanto estas condiciones ayudan a estabilizar el
conjunto de especies benéficas y a su vez restringen el crecimiento de
microorganismos asociados con caries dental y enfermedades periodontales. Sin
embargo, esta biopelicula dental puede presentar una transformacion; resultado
de los cambios ocurridos en el balance de la microbiota que reside en ella' y como
consecuencia de la modificacion de las condiciones medioambientales locales,
resultando asi en biopeliculas dentales asociadas a caries dental y enfermedades
periodontales que involucran la agregacion de microorganismos altamente
especializados metabdlicamente, formando nuevas biopeliculas multiespecificas
gue requieren la degradacion cooperativa de moléculas hospedadoras complejas
(proteinas y glicoproteinas) como fuentes nutricionales y energéticas. Estas
nuevas biopeliculas dentales muestran propiedades emergentes, esto es, las
propiedades de la comunidad son mas consistentes que la suma individual de

cada especie. %1%

Las fases de formacion de las biopeliculas son: 1) Adsorcién de moléculas del
huésped y bacterias a la superficie, 2) Adhesidn bacteriana primaria, 3) Adhesion
bacteriana secundaria, 4) Maduracion de la biopelicula y 5) Desprendimiento
activo.?’  Por consiguiente, la formacién de una biopelicula dental asociada a
caries se produce de igual modo, a través de fases, comenzando por una
temprana colonizacion de la pelicula adquirida por otras especies de
Streptococcus, que en conjunto a circuitos de retroalimentacion positiva
impulsados por diversos factores estresantes crean un area favorable para el

crecimiento de Streptococcus mutans. 22
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Basicamente, las biopeliculas dentales asociadas a caries dental inducen el
desarrollo de esta enfermedad como un proceso de dos etapas: 1) Aumento y
progresion de microorganismos donde la lesion en esmalte estd dominada por
organismos acidogénicos que fermentan los carbohidratos generando
desmineralizacion y 2) Sucesion de la comunidad microbiana, que al alcanzar la

dentina, cambia significativamente y es predominantemente proteolitica. %

Estudios clasicos basados en la cultura microbiana han establecido al
Streptococcus mutans y Lactobacillus, como principales agentes iniciales de las
biopeliculas dentales asociadas a caries, seguidos de otras especies microbianas
gue se han aislado y relacionado a lesiones cariosas como las Bifidobacterias y
Scardovia. Sin embargo, dentro de los colonizadores primarios 0 tempranos se
encuentran principalmente S. sanguis, S. oralis, S. mitis y Actinomyces, con baja
cantidad de Streptococcus mutans, por lo que en ausencia de éste y de
Lactobacillus, son los colonizadores tempranos los que inician la
desmineralizacion. De modo que cuando las condiciones empeoran y la lesién
progresa, Lactobacillus, Bifidobacterium y Streptococcus mutans aumentan su
presencia, demostrando que la existencia de microbiota bacteriana en los érganos
dentarios varia de acuerdo a la evolucion de la lesion, de un dominio de
Actinomyces y otras especies de Streptococcus, al dominio de Streptococcus
mutans y otras bacterias potencialmente cariogénicas. Por lo tanto, los datos
demuestran claramente que la microbiologia de la caries es dependiente del tejido

y no tiene una etiologia tnica.?
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Actualmente, estudios recientes basados en ADN sobre la diversidad microbiana
en la cavidad oral han calculado que la biopelicula dental supragingival humana
contiene entre 500 y 700 especies bacterianas, sin embargo, en lesiones cariosas
este numero disminuye de 100 a 200 filotipos de especies, tanto en lesiones
incipientes de caries en esmalte, caries iniciales de dentina y lesiones cariosas en
dentina profunda. La mayor diversidad microbiana en biopeliculas supragingivales
sugiere gque las bacterias de ambientes cariogénicos son un pequefio grupo dentro
de la comunidad bacteriana oral y que las cavidades de esmalte y dentina
representan nichos que solo bacterias especializadas son capaces de colonizar; el
hecho de que la menor diversidad se encuentre en las lesiones del esmalte indica
gue es el nicho més riguroso, sugiriendo que el ambiente acidico posiblemente
actua reduciendo el numero de especies capaces de prosperar en las caries del

esmalte.?

[1.1.5 Streptococcus mutans

Es un coco Gram positivo, dispuesto en cadena, no mdvil, catalasa negativo,
productor rapido de &cido lactico con capacidad de cambiar un medio de pH 7 a
pH 4.2 en, aproximadamente 24 horas. Fermentador de glucosa, lactosa, rafinosa,

manitol, inulina y salicina con la produccién de &cido. %°

El Streptococcus mutans se ha subclasificado en varios tipos con base en su
composicion y en los enlaces de polisacéaridos de su pared celular, ademas de sus

propiedades inmunologicas, bioldégicas y genéticas. Los serotipos de
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Streptococcus mutans son: c, e, f y k, siendo el serotipo c el tipo predominante en

la cavidad oral humana.?®

Entre los factores de patogenicidad presentes en Streptococcus mutans, se
destacan: a) poder acidégeno (capacidad de convertir polisacaridos exégenos en
acidos o6rgéanicos), aciddfilo (capacidad de crecimiento en pH &cidos) y acidurico
(capacidad de produccién de &cidos a pH bajo), b) sintesis de polisacaridos
extracelulares de tipo glucanos insolubles y solubles, asi como fructanos, c)
sintesis de polisacéaridos intracelulares, d) capacidad adhesiva, agregativa y
coagregativa; la primera a través de proteinas salivales que posibilitan su
adhesion a superficies duras en ausencia de glucanos y las dos restantes a través
de mutanos, glucosiltransferasas y proteinas receptoras de glucanos y e)
produccién de bacteriocinas (péptidos o proteinas antibiéticas con fuerte
propiedad bactericida).**® Este Gltimo factor resulta de vital trascendencia, ya que
diversas investigaciones sefialan que la capacidad antagonica del Streptococcus
mutans se debe a su capacidad de producir bacteriocinas, cruciales en el proceso
de iniciacién y desarrollo de la caries dental, ya que le confieren una gran
habilidad para desplazar cepas nativas de la misma especie en la cavidad oral. En
un estudio, Hamada y Ooshima demostraron que varias cepas de Streptococcus
mutans son productoras de bacteriocinas que poseen un amplio rango de
actividad contra microorganismos Gram positivos y especies estrechamente
relacionadas; por lo que actualmente se busca hallar una cepa de Streptococcus

mutans con capacidad antagénica que pueda aplicarse en terapia de remplazo o
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control bacteriologico, capaz de desplazar cepas nativas virulentas de

Streptococcus mutans, agente esencial en el desarrollo de la caries dental. *

Actualmente existen varios métodos semicuantitativos para el recuento de
Streptococcus mutans en saliva o biopelicula dental que han sido incorporados al
mercado debido a su bajo costo, reduccion del equipamiento y simplificacion del
conteo. Estos test o pruebas bacteriolégicas como: CRT® bacteria y Dentocult SM
Strip mutans ® son utilizadas como coadyuvantes diagnésticos para seleccionar
pacientes con riesgo a caries dental. Frecuentemente recuentos superiores a 100
000 UFC/mL de Streptococcus mutans en saliva se consideran indicadores de
riesgo de caries y recuentos salivales mas bajos concuerdan con una tendencia

minima a contraer una enfermedad. 2" 8

Hoy en dia, diversos estudios realizados en Latinoamérica sobre niveles de
colonizacion de Streptococcus mutans e incidencia de caries dental en nifios han
demostrado una correlacion significativa. Se ha demostrado que grupos de nifios
con conteos =10° UFC/mL de Streptococcus mutans en biopelicula dental poseen
una asociacion representativa a desarrollar caries dental mediante estudios
realizados en escolares, entre los que se expone el estudio de Sanchez y Acosta,
quienes ademas demostraron que la asociacion del Streptococcus mutans con
otros biotipos como el S. sobrinus podria resultar potencialmente cariogénica.
Otros autores como Linossier et al. han reportado la relacion entre el recuento de
Streptococcus mutans y la edad, hallando que el recuento aumenta desde los

cinco (4,7x 10° UFC/mL) hasta los doce afios (6,0 x 10° UFC/mL), cifra que
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permanece sin variaciones hasta alrededor de los 30 afios y finalmente disminuye

a partir de esta edad. ?’

No obstante, a pesar de los diversos estudios tanto clinicos como in vitro, aiin no
existe un consenso absoluto sobre la presencia de Streptococcus mutans en
sujetos con lesiones de caries activas. Autores como Becker y col. sefalan la
presencia de Streptococcus mutans en todas las lesiones de caries examinadas,
indicando una fuerte asociacién de esta especie con lesiones avanzadas de caries
dental. Hallazgo que contrasta con estudios previos como el de Loesche y
Straffon, quienes sefalaron que la caries dental puede ocurrir en ausencia de
Streptococcus mutans. De igual modo, en el afio 2002, Kleinberg observé que
individuos con altos recuentos de Streptococcus mutans no necesariamente

desarrollaban lesiones cariosas. ¢

Hoy por hoy, con ayuda de la metagendmica se ha evidenciado que las cavidades
son ecosistemas extraordinariamente  diversos donde  Streptococcus
mutans representa no mas del 1.6% de la comunidad bacteriana total de la lesion
cariosa. En un estudio de Simon, Guillen y Mira, se evidencio que los Streptococos
representaron el 40% del total de la comunidad activa en caries de esmalte y el
20% en caries de dentina. Asimismo, el Streptococcus mutans representé solo el
0.02-0.73% de la comunidad bacteriana total. La baja proporcion detectada
confirma que esta especie es una minoria y cuestiona su importancia como
principal agente etiolégico de la caries dental.?® Por lo tanto, podria sugerirse que

la presencia el Streptococcus mutans no es indispensable para el desarrollo de
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esta enfermedad y no esta obligatoriamente ligada a biopeliculas dentales
asociadas a caries, especialmente en etapas iniciales o lesiones no cavitadas, de
tal modo que Streptococcus mutans puede no representar un factor etiolégico

bacteriano determinante.?* 2°

Il. 1.6. Lactobacillus

Otra especie relacionada con la etiologia y patogénesis de la caries dental son los
Lactobacillus.  Histéricamente, los Lactobacillus fueron los primeros
microorganismos implicados en el desarrollo de la caries dental. Dichos
microorganismos se asocian mayormente con la colonizacion de zonas retentivas
creadas por las lesiones en las que quedan atrapados fisicamente, aumentando
en nimero durante la progresién y avance de la caries.” *® Son bacilos Gram-
positivos, anaerobios facultativos, acidogenos y aciduricos, un pH cercano a 5
favorece su crecimiento y facilita el inicio de su actividad proteolitica. Algunas
cepas sintetizan polisacéaridos intra y extracelulares a partir de la sacarosa, pero
se adhieren muy poco a superficies lisas, por lo que deben utilizar otros
mecanismos para colonizar las superficies dentarias. Entre estos mecanismos
podemos mencionar la union fisica por atrapamiento en superficies retentivas,
tales como: fosas y fisuras oclusales o caries cavitadas y coagregacion con otras

especies bacterianas, constituyendo la biopelicula dental.?®

La clasificacion del género Lactobacillus sigue siendo incierta y consiste en cepas

genéticamente heterogéneas que son dificiles de clasificar mediante pruebas
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fisiolégicas y  bioguimicas. Sin embargo, entre las especies
de Lactobacillus aisladas en lesiones de caries dentinaria  pueden
distinguirse: L.casei, L.paracasei, L.rhamnosus, L.gasseri, L.ultunensis.
L.salivarius, L.crispatus, L.fermentum, L.panis, L.nagelli L.delbrueckii vy

L.gallinarum. 2%

El género Lactobacillus es considerado acidégeno y aciddrico, en presencia de
hidratos de carbono dietarios produce sustancias como etanol, CO, y acido lactico
por la accién de la enzima lactato deshidrogenasa, dando como resultado la

acidificacién del pH salival. **

En la cavidad oral humana, los Lactobacillus aparecen durante los primeros afos
de vida de un nifio y estan presentes en grandes cantidades en saliva, en el dorso
de la lengua, membranas mucosas, el paladar duro, biopelicula dental y en menor
namero en otras superficies. La concentracion de Lactobacillus puede variar segun
el estado de salud oral de acuerdo a varios estudios. En nifios sin caries, el
porcentaje es variable, mientras que el alto grado de infeccion por Lactobacillus
(2106 UFC/mL en saliva), se relaciona con elevada actividad de caries y con la

elevada ingestién de carbohidratos fermentables.?® *°
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I1.2. Prevencion de la caries dental. Vision actual

De las enfermedades que afectan la cavidad bucal, la caries dental es la que
presenta la mayor prevalencia en la poblacién mundial, generando un problema
epidemioldgico que compromete en mayor o menor medida a todos los paises
afectando cerca del 100% de la poblacion en la mayoria de ellos. Constituye un
gran problema en la salud oral, por ello los investigadores buscan nuevas e
innovadoras estrategias para su control, evaluando el riesgo cariogénico en

diferentes condiciones. 2

Las nuevas tecnologias para la prevencion y tratamiento de la caries dental
incluyen agentes quimioprofilacticos, péptidos antimicrobianos (AMP), vacunas, la
promocién del uso de sustitutos del azUcar y de probidticos como medida

alternativa, entre otros. 3

A. Agentes quimioprofilacticos. Se presentan en forma de enjuagues orales,
pastas dentales, geles o barnices que liberan de manera lenta la sustancia activa
en la boca, por ejemplo: la clorhexidina, obteniendo un efecto inhibitorio
prolongado contra la actividad de Streptococcus mutans para reducir la virulencia

del microorganismo. *

B. Péptidos antimicrobianos salivares (AMP). Se definen como péptidos de
bajo peso molecular efectores del sistema inmune innato. Generalmente, estos

péptidos o polipéptidos contienen menos de 200 aminoacidos y son producidos
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por diferentes tipos de células, son una familia de sustancias polifacéticas con
complejos mecanismos de accion relacionados con la interaccion con el patégeno
a través de su membrana o afectando blancos internos como la replicacion del
ADN vy la sintesis de proteinas, e interactuando con el huésped en funciones
inmunomoduladoras (de regulacién) del proceso inflamatorio y de la cicatrizacion.
Los péptidos antimicrobianos pueden entrar a la terapéutica por medio de varias
estrategias: como monoterapia para el tratamiento de infecciones, en combinacién
con los antibidticos convencionales, con el fin de promover un efecto sinérgico o
aditivo a estos ultimos; como agentes inmunomoduladores que incrementen la
inmunidad innata natural, y como agentes neutralizantes de las endotoxinas. Sin
embargo, a pesar de la gran cantidad de péptidos descritos en diversos
organismos Yy los esfuerzos adelantados para aprovechar su potencial clinico, no
existe actualmente ningun péptido aprobado para uso en humanos por la Food

and Drug Administration (FDA). 3334

C. Vacuna. Otro mecanismo muy estudiado es la vacuna y aunque se ha
trabajado mucho en el tema, ain no hay un consenso en la literatura acerca del
papel de la respuesta inmune frente a la caries dental en humanos naturalmente

sensibilizados, donde el conocimiento sigue siendo escaso y controversial.3* 3%’

Las vacunas anticaries operan bajo el principio de reducir la poblacion de
bacterias nativas que estan asociadas con el proceso de la enfermedad de caries
dental. Fundamentalmente el proceso para el desarrollo de esta vacuna implica

dos etapas: 1) la identificacion de antigenos especificos de Streptococcus mutans
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contra los que se pueden inducir respuestas inmunes protectoras y 2) la
aplicacion de un método de tratamiento de inmunizacion que mantendra niveles

adecuados de anticuerpos salivales. **3>%7

Los antigenos claves especificos de Streptococcus mutans, son factores criticos
involucrados en su adhesion y acumulacion bacteriana, los mas importantes

incluyen; 333637

1. PAc (Proteina de anticuerpo). Proteina de la pared celular del Streptococcus
mutans que tiene caracter antigénico, parece que es indispensable en los
fendbmenos iniciales de adherencia y agregacion del microorganismo sobre la

superficie dental, tomando como sustrato las proteinas de la pelicula adquirida.

33,36-37

2. Glucosiltransferasas (Gtfs): Son reconocidas como factores de virulencia en
la caries dental, ya que estas enzimas producen glucanos adhesivos a partir de la

sacarosa. >3 3637

3. Proteinas fijadoras de glucanos (GBPs): El Streptococcus mutans sintetiza al
menos dos GBPs, estas proteinas fijan los glucanos libres en el medio, actuando
como nexo de unidon entre bacterias y se forman asi las acumulaciones que
quedan adheridas a las superficies dentales. Anticuerpos contra GBPs pueden
interferir en la patogénesis del Streptococcus mutans, induciendo la inmunidad

protectora de la caries. 33, 36-37
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En resumen, la respuesta inmunitaria (mejorada) contra las bacterias cariogénicas

se logra a través de dos maneras: inmunizacién pasiva y activa. *

La administracion de antigenos bacterianos simples o combinados procura
fomentar la inmunizacion activa contra el Streptococcus mutans. En estudios
realizados en animales este enfoque mostré6 resultados prometedores. Sin
embargo, en humanos sélo han sido realizados ensayos clinicos a pequefa escala
con resultados intermedios (sin incremento de caries) y hasta la fecha el efecto
preventivo de la caries no ha sido corroborado. Ademas, en los humanos, la
produccion de anticuerpos es de corta duracion. La inmunizacion pasiva tiene
como objetivo reducir los niveles bacterianos mediante la administracion oral
regular de anticuerpos contra las bacterias cariogénicas, como el Streptococcus
mutans, con la que se busca aumentar los niveles de anticuerpos, especialmente
de tipo IgA e IgG, tanto en saliva como en suero, lo que facilita una disminucién
significativa de la colonizacion y actividad enzimética del Streptococcus mutans,
reflejando indices mas bajos de caries dental. Esta inmunizacion incluye la
transferencia de anticuerpos transplacentarios o por inyeccién, obtenidos de un

donador previamente inmunizado. 3% 338

En general, los efectos limitados de la vacuna hasta ahora han tenido que
considerarse con otras incertidumbres que incluyen la cantidad de contactos que
se requerirdn con un proveedor primario, costo total, los beneficios versus los
riesgos de los enfoques de inmunidad pasiva y activa, el papel de la industria y la

aceptacion por parte de los odontologos y el publico. Ademas, si la caries se
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considera una enfermedad multifactorial en vez de una enfermedad infecciosa

clasica, la eficacia de la vacunacién podria resultar cuestionable.3 3°38

D. Vitaminas. Con los avances en la ciencia ortomolecular se le han dado a las
vitaminas, sales minerales, aminoacidos y otros nutrientes, un papel importante en
el control de la biopelicula. En algunas investigaciones se ha planteado que las
altas concentraciones de tiamina, piridoxina, acido pantoténico y acido nicotinico
disminuyen la incidencia de la caries dental, problemas periodontales y la

incidencia de cancer bucal. %’

E. Produccion de alcali. Esta terapia se basa en explotar las bacterias
productoras de amoniaco, mejorando la fase de alcalinizacion y la homeostasis del
pH. Dos fuentes importantes de alcali en la biopelicula son la arginina y la urea. La
urea, presente en la saliva, es hidrolizada por enzimas ureasa que estan
presentes en varias bacterias orales. EI amoniaco, generado a partir de la
uredlisis, puede conducir a un aumento considerable del pH de la biopelicula a
pesar de una dieta rica en carbohidratos. El amoniaco también se puede producir
a partir de arginina a través del sistema de arginina deiminasa (ADS). Por lo tanto,
la produccién de amoniaco a traves de la uredlisis y el sistema ADS podrian inhibir
el desarrollo de caries dental mediante la neutralizacion de acidos y la
estabilizacion de una microbiota oral que es congruente con la salud dental. Los
niveles de actividad ADS y ureasa no se han definido clinicamente para
adultos. También se desconoce si los niveles de ADS y ureasa son estables a lo

largo del tiempo y/o si varian significativamente entre individuos libres de caries y
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con caries. Estudios sugieren que los organismos generadores de alcalis pueden
ofrecer nuevos tratamientos y estrategias de prevencion para la enfermedad de
caries. La literatura existente también proporciona apoyo indirecto para la hipotesis
de que el riesgo de caries esta directamente asociado con una pérdida de
potencial generador de alcalis. Actualmente, la arginina ya ha sido incorporada en

algunos productos de salud oral (bicarbonato de arginina, Cavistat®). %

F. Terapia de reemplazo. En la terapia de reemplazo se introduce un organismo
antagonista a otro patdégeno pre-existente con el fin de controlar el desarrollo de
este ultimo utilizando una cepa efectora natural o modificada genéticamente que
mejorara las condiciones de la biopelicula y colonizara permanentemente en la
microbiota del huésped. Si la cepa efectora esta mejor adaptada que el patégeno,
no solo evitara la colonizacion o crecimiento excesivo de éste, sino que bloqueara
los sitios de unidn o nichos, competird por nutrientes esenciales e intervendra en
otros mecanismos. Mientras la cepa efectora persista como residente de la biota
autoctona, el hospedador estard potencialmente protegido por un periodo de

tiempo ilimitado.®

El término terapia de reemplazo (también llamado interferencia bacteriana o
desplazamiento competitivo, a veces se ha utilizado de forma permutable con
probioticos. Aunque ambos enfoques usan bacterias vivas para la prevencion o el

tratamiento de enfermedades infecciosas, hay algunas diferencias®. (ver Tabla

No.1.)
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Tabla No.1. Diferencias entre terapia con Probiéticos y terapia de Reemplazo

TERAPIA PROBIOTICA

TERAPIA DE REEMPLAZO

Probiéticos son generalmente usados como
suplementos dietéticos

Cambio microbiolégico rara vez dramético y a
largo plazo

Los probidticos son capaces de ejercer un
efecto beneficioso sin colonizar
permanentemente el sitio

Ejerce efectos beneficiosos influenciando el
sistema inmune

La cepa efectora no es ingerida y se aplica
directamente en el sitio de la infeccion

Implica cambio dramético y a largo plazo en
la microbiota autéctona

Es esencial la colonizacion del sitio por la
cepa efectora

Tiene un impacto inmunol6gico minimo

Fuente: Tomado de Goswami, Mishra, Agrawal, Agrawal. 2013 *°

Desde la perspectiva de la terapia de reemplazo como medida para la prevencion
y tratamiento de la caries dental, la implantacion y colonizacién preventiva de una
cepa efectora modificada genéticamente seria mas eficaz en nifios antes o
inmediatamente después de la erupciéon dental, previa a la adquisiciébn de cepas
nativas patdgenas para evitar la sobre colonizacion de éstas cuando el huésped
entra en contacto con ellas. Estas cepas modificadas permitirian que la terapia de

reemplazo sea aplicable en sujetos que ya han sido infectados con cepas nativas

de Streptococcus mutans. *
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Las principales ventajas de esta terapia incluyen la proteccion de por vida
proporcionada por una sola aplicacién, riesgo minimo de resultados desfavorables
y la falta de una necesidad de educacion y cumplimiento del paciente, que se
requiere para los regimenes de higiene oral convencionales, sin embargo, es
demasiado pronto para determinar el potencial de este tratamiento para prevenir
nuevas lesiones de caries y para detener las lesiones existentes sin efectos

secundarios significativos. *°

[1.2.1 Terapia con Probidticos

La terapia con probidticos o bacterioterapia es el término utilizado cuando una
cepa efectora inofensiva se implanta en la microbiota del huésped para mantener
0 restaurar un microbioma natural e interferir e inhibir otros microorganismos,

especialmente patégenos.*

El término probidtico significa “ayuda o favorece a la vida”.** Los "probiéticos" se
definen como microorganismos vivos, principalmente bacterias, que son seguros
para el consumo humano y cuando se ingieren en cantidades suficientes, tienen
efectos beneficiosos para la salud humana. Esta definicion ha sido aprobada por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y

la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).** 4

La bacterioterapia nos conduce a formas alternativas de Ilucha contra

enfermedades infecciosas, con menos efectos colaterales que los farmacos
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convencionales y también ayuda en el tratamiento de trastornos que parecen no
tener nada que ver con las bacterias, tales como asma, obesidad y diabetes. *°

El uso de bacterias probidticas para apoyar la estabilidad y diversidad de las
biopeliculas orales estd ganando impulso en la odontologia. Sin embargo, se
necesitan mas ensayos a gran escala de estas cepas aspirantes a anti-caries
antes de poder decir que estamos listos para adoptar la bacterioterapia para

prevenir y controlar la caries en la practica clinica. *°

I1.3 Probidéticos

11.3.1 Antecedentes

Existe una larga historia relacionada con la presencia de microorganismos Vivos
en los alimentos, en particular las bacterias acido lacticas, fermentadoras de la
lactosa. Ya en el afio 76 a.C. el historiador Romano Plinio recomendaba la

administracion de leche fermentada para el tratamiento de la gastroenteritis.*” %2

En 1906, el Dr. francés Michael Cohendy administré leche fermentada a pacientes
con alteraciones en sus “fermentaciones intestinales” y observo una notable
mejoria tras su tratamiento. Paralelamente, el pediatra francés Henry Tissier
descubrié la existencia de Bifidobacterias en el tracto intestinal de lactantes
alimentados exclusivamente con leche materna, y demostro los beneficios clinicos
derivados de la modulacion de la microbiota intestinal de nifios con infecciones

intestinales. 8
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El galardonado con el premio Nobel en Fisiologia y Medicina en 1908, Eli
Metchinkoff, por sus trabajos en el instituto Pasteur, fue el primero en sefalar los
efectos positivos para la salud desempefiados por ciertas bacterias. El cientifico
ruso percibié una gran longevidad en la poblacion bulgara de la época y propuso
que esto se debia al consumo de yogur que contenia bacterias capaces de
convertir el azucar de la leche, lactosa, en &cido lactico. Sospechd6 que este 4cido
lactico hacia imposible el desarrollo de bacterias dafiinas en el intestino, y sugirié
que el envejecimiento era consecuencia de la accién de las sustancias tdxicas

producidas por la biota intestinal.*>** 4752

El término probidtico fue introducido por primera vez por Daniel M. Lilly y Rosalie
H. Stillwell, investigadores de la Universidad de St. Jonh’s en EUA en 1965,
definiéndolo como aquel factor de origen microbiolégico que estimula el
crecimiento de otros organismos. En 1979, Richard Parker, profesor de
Microbiologia de la Facultad de Medicina de Potland EUA, los defini6 como
organismos y sustancias que contribuyen al balance intestinal microbiano; y en
1989, el Dr. Inglés Roy Fuller, enfatiz6 el requisito de viabilidad e introdujo la idea

de que tiene un efecto beneficioso para el huésped.**44 472
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[1.3.2 Especies probiodticas

Para ser llamado un probi6tico, una especie 0 cepa bacteriana debe estar
completamente caracterizada. El género y la especie del microorganismo deben
ser identificados de acuerdo con los métodos aceptados internacionalmente y su
nomenclatura corroborados por referencia a las listas aprobadas de nombres
bacterianos. Las cepas probiéticos pueden ser bacterias, hongos y levaduras pero

la gran mayoria son bacterias.’® **

Las especies bacterianas probioticas mas ampliamente estudiadas pertenecen a
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Los Lactobacillus se consideran parte
normal de la biopelicula oral y comprenden aproximadamente el 1%. Los
Bifidobacterium se producen sélo en cantidades diminutas en la biopelicula oral.
La atencidn se centra en estas especies porque se producen en la industria lactea
y rara vez estan implicadas en infecciones humanas. De hecho, estas bacterias
muestran una relacion simbiética con los seres humanos. Desde un punto de vista
oral, los Lactobacillus y los Bifidobacterium son acidogénicos y aciduricos, se
consideran generalmente cariogénicos y podrian ser considerados como un riesgo
para la salud oral, sin embargo, la capacidad amortiguadora de los productos
lacteos que contienen a estas bacterias contrarresta su acidez. No obstante, es
importante destacar, que no todas las cepas de los Lactobacillus o Bifidobacterium
son probiéticos.”® Otras especies bacterianas utilizadas como probiéticos son

resumidas en la Tabla No.2.
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Tabla No. 2. Principales especies de bacterias, hongos y levaduras utilizadas como probidticos

Clasificacion de bacterias probiéticas por género y especie

r

rrrrrrrrr - r r .

Lactobacillus Bifidobacterium Lactococcus Streptococcus Enterococcos Bacillus "
Saccharomyces Otras Especies
ssp. Ssp ssp. ssp. ssp. ssp.
. acidophilus B. bifidum Lactococeus S. thermophilus E. faecium BaC|_II_us Saccha_r_omyces Pediococcus acidilactici
lactis subtilis boulardii
. Lactococcus . . Bacillus Saaccharomyces . . .
. lactis B.longum cremoris S. lactis E. faecalis coagulans cerevisiae Pediococcus .acidolacti
bularicus B.infantis Lactococcus S. intermedium Bacillus Propioniobacterium
-bug ' diacetylactis ' cereus freudenreichii
.rhamnosus GG  B.breve S. diacetylactis 33(:]”5'2'5 Leuconostoc Spp.
o . N Bacillus i :
. casei Shirota B.adolescentis S. salivarius subsp - . Escherichia coli
lichenformis
paracasei B.lactis S. oralis Oxalobacter formigenes
crispatus B. animalis S.uberis Leuconostc_)c
mesenteroides
brevis B. thermophilum S. rattus Sporolactobacillus inulinus
reuteri B. essences S. mitis Weissella cibaria
helveticus B. laterosporus S.sanguis Aspergillus oryzae
plantarum Aspergillus niger

johnsonii Lal
salivarius
fermentum
curvatu
sporogenes
gasseri
crispatus
farciminis

delbrueckii

Fuente: Tomado de Borrell, Armendariz, Cervantes, Sdnchez, Muralidhar, Bizzini, Mendoza 47, 50-55
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Il. 3.3 Propiedades de los probiéticos

Para que un microorganismo sea considerado como probiético, debe cumplir

ciertas caracteristicas:

51, 55,56

Ser de origen humano.

Poseer estatus GRAS, (Generally Regarded as Safe) Generalmente
Reconocido como Seguro, concedido por la FDA (Food and Drug
Administration) o Administracion de Alimentos y Medicamentos.

Capacidad de ser preparados en gran escala de manera viable en un vehiculo
especifico determinado.

Ser resistentes a la acidez gastrica y a la toxicidad de los acidos biliares.

Poseer adherencia a las células epiteliales intestinales humanas (CEI) y a la
mucina intestinal.

Capacidad de produccién de sustancias antimicrobianas.

Eficacia y seguridad demostrada en estudios en humanos (no patégeno y no
toxico).

Alta viabilidad celular.

Capacidad de persistencia en el intestino

Poder de interaccion o envio de sefiales a células inmunitarias.

Capacidad de influencia en la actividad metabdlica local.
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II. 3.4 Mecanismo de accion de los probidticos

El mecanismo de accion de los probidticos con la biota autdéctona adn se
encuentra en proceso de investigacion, sin embargo, se sugieren algunos

mecanismos de accién hipotéticos en la cavidad bucal que incluyen: >3°">°

1. Interaccién directa con la biopelicula; >*°">°

Las especies y cepas probibticas interfieren en la fijacion de microorganismos
patébgenos a las proteinas de la pelicula adquirida inhibiendo asi su adhesion.
Asimismo, interfieren en la colonizacion y formacion de biopeliculas, inducen la
expresion de proteinas citoprotectoras en las superficies de la célula huésped e
inhiben las colagenasas.
2. Exclusién competitiva; >>"°

Los probiéticos interfieren en la agilidad de la evolucién de la biopelicula dental y
en su complejo ecosistema al competir e intervenir por factores de crecimiento,
nutrientes y uniones bacterianas, dificultan la traslocacion bacteriana y participan
en el metabolismo del sustrato, produciendo sustancias quimicas o metabolitos
como los acidos organicos, el peréxido de hidrégeno, enzimas y bacteriocinas que
inhiben las bacterias orales.

3. Acciones indirectas: >*°"°

Los microorganismos probidticos también participan en la modulacion de la

funcién del sistema inmune de manera general e incluso poseen un efecto sobre la
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inmunidad local; asimismo pueden tener eventualidad en los mecanismos de
defensa no inmunoldgicos, como la regulacion de la permeabilidad de la mucosa.
También pueden modular la proliferacion y apoptosis celular inducida por
citoquinas, producen y funcionan como antioxidantes, inducen cambios de pH
ademas de obstaculizar la induccion de la biopelicula dental a través de la

neutralizaciéon de electrones libres.

II. 3.5 Fuentes de probidticos

Si bien es cierto que el principal sector asociado al uso de probidticos sigue siendo
el de los productos lacteos, especialmente yogur, los progresos en la
microbiologia y la tecnologia de alimentos (y en particular de los procesos de
microencapsulacion), estdn  permitiendo la incorporacibn de  estos
microorganismos a productos tan variados como jugos, helados, cereales, barras
nutritivas, soya, queso, mantequilla, leche en polvo, mayonesa, chocolate,

galletas, entre otros. *°

Los probioticos pueden estar disponibles en preparaciones medicinales o en
produccion alimentaria. Las preparaciones medicinales se presentan como
enjuagues bucales, tabletas y pastillas. En cambio, como productos alimenticios

funcionales pueden presentarse en cualquiera de las siguientes formas: >3

1. Concentraciones de cultivo afiadidas a bebidas como jugos.

2. Inoculados en fibras prebioticas.
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3. Inoculado en productos lacteos.
4.Células concentradas y secas (suplementos dietéticos,capsulas,tabletas,o polvo)

5. Productos no lacteos fermentados.

II. 3.6 Administracion de los probioticos

La relaciéon dosis-efecto de los probiéticos tanto terapéutica como preventiva, es
muy variable y ain muy estudiada, dependiendo la especie usada y el tipo de
efecto buscado, algunos autores sugieren que una cantidad de 10° UFC/g en
producto terminado es suficiente para considerar la funcionalidad del probiético.
Sin embargo, otros autores recomiendan una cantidad de 10 UFC/g para que el
probiético conserve su funcién y algunos otros indican una dosis de hasta
5x10 ? UFC/dia durante al menos cinco dias como una cantidad adecuada para
beneficios a la salud. °©® Generalmente, la dosis minima necesaria para

conseguir un efecto terapéutico se estima en 1x10%— 1x10° UFC.

[1.3.7 Aplicaciones clinicas

A continuacién se enuncia la evidencia clinica que existe hasta el momento sobre
la utilidad de los probidticos en el ambito de la prevencién y tratamiento de
enfermedades en pacientes pediatricos (Ver Tabla No.3). El hecho de que
actualmente no se encuentre evidencia sobre la utilidad de un probidtico en
determinada condicion clinica no significa que futura investigacion clinica no

pueda establecer beneficios clinicos significativos. ®
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Tabla No. 3. Principales aplicaciones clinicas de probioticos en infantes

Principales aplicaciones clinicas de probiéticos en infantes

Enfermedades Enfermedades del Enfermedades del

. . . : : . . Otras
Gastrointestinales sistema respiratorio sistema inmune

Alergia alimentaria

Diarrea aguda infecciosa Asma . Dermatitis atopica
(Intolerancia a la lactosa)
Diarrea asociada a Infecciones de vias L .
Iy . - Rinitis alérgica Enfermedad celiaca
antibiéticos respiratorias
Infecciones por L
P Malnutricion

Clostridium difficile

Enterocolitis necrosante Fibrosis quistica
(ECN) q
Enfermedad inflamatoria

intestinal Suplementacién de

formulas lacteas

Infeccion por infantiles

Helicobacter Pylori

Sindrome de intestino
irritable

Dolor abdominal
intestinal

Sindrome de intestino
corto

Enfermedades
infecciosas
extraintestinales

Estrefiimiento

Gastroenteritis aguda

Colico infantil

Obesidad

Fuente: Tomado de Vazquez, Roman, Marin, Medina, Versalovic **®’
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[1.3.8 Relacion de los Probidticos y Salud Oral

Una vez que los probioticos orales son ingeridos a través de un alimento o
preparacion medicinal, pueden persistir en la cavidad oral ya que tienen potencial
de adherirse a los tejidos orales a través de los diversos mecanismos de accion
expuestos en el capitulo 11.3.4. Sin embargo, ya que el tiempo de transito de los
alimentos en la cavidad oral es mas corto respecto a otras areas del tracto
digestivo, durante esta primera etapa de contacto con el huésped, la supervivencia
y la resistencia a los factores ambientales en la cavidad oral son de suma

importancia.®®

Inicialmente los probidticos son expuestos a la saliva, la cual intermedia el
contacto de éstos con los tejidos orales duros y blandos. Por lo tanto, la saliva
puede funcionar como un reservorio de microorganismos orales nocivos Yy
benéficos gracias a su relacion con los tejidos; asimismo, contiene proteinas
salivales que pueden afectar colectivamente la viabilidad o la morfologia de la
superficie celular de las especies probidticas, afectando ain mas su adhesion y

actividad metabdlica. %8 ©°

Una vez que las especies probioticas han logrado adaptarse y subsistir al medio
salival, estan obligadas a comenzar un nuevo sistema de interacciones complejas
con la biota residente. Se han descrito al menos cinco tipos de interaccién:
competencia por nutrientes; sinergia; antagonismo; neutralizacion de los

factores de virulencia e interferencia con los sistemas de sefalizacion
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bacteriana (quérum sensing).”® Por medio de estas interacciones, las especies
probidticas pueden adherirse directamente al tejido epitelial oral o a los érganos
dentarios a través de una delgada capa mucosa que los recubre. Esta capa de
mucina salival o pelicula adquirida debe considerarse como un mediador mas que
influye en la adhesién de las cepas probidticas. Por ejemplo, diversas especies
Streptococcus como S. sanguinis, S. gordonii, S. oralis y S. mitis pueden adherirse
rapidamente a la pelicula adherida del érgano dental, contribuyendo en la
formacién y desarrollo de la biopelicula en etapas tempranas, mientras que otras
especies como los Lactobacillus tienen menor capacidad de adherencia a los
organos dentarios, ya que su hidrofobicidad, carga superficial y componentes
especificos de carbohidratos y/o proteinas son distintos. Sin embargo, pese a que
la capacidad de adherencia de los Lactobacillus es menor que la de los
Streptococcus, resulta superior en comparacibn a otras especies como

Bifidobacterium. & ¢°

En resumen, los probioticos tienen la facultad de adherirse a los tejidos dentales
como parte de la biopelicula, compitiendo con los agentes patdgenos cariogénicos
y por lo tanto coadyuvando a disminuir su mecanismo de accion y previniendo de
cierto modo la presencia de patologias, ayudando a mantener 6rganos dentarios

sanos y encfas saludables.*®

Como se menciono anteriormente en el capitulo 11.3.4 el mecanismo de accion de
las cepas probidticas con la biota autdctona aun no esta completamente
dilucidado, sin embargo, numerosos estudios han demostrado la efectividad de las
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cepas probidticas en diversas patologias bucodentales y aplicaciones

odontoldgicas, como son las siguientes:

A. Caries dental.

Actualmente numerosos ensayos clinicos informan el efecto de los probi6ticos en
la disminucion de la incidencia y prevalencia de caries dental (Ver Tabla No. 4).
Comunmente los resultados de estos estudios suelen sefialar que los suplementos
s . 71-76, 78.79 :
probioticos son bastante efectivos y prometedores. Como el estudio
realizado por Rodriguez et al., quienes administraron leche suplementada con L.
Rhamnosus a nifios de 2-3 afios de edad durante 40 semanas, evidenciando una
reduccion estadisticamente significativa en la prevalencia de caries y nivel de

lesion cavitada.”

De igual forma, Stensson et al. evaluaron la suplementacion oral diaria de
Lactobacillus reuteri cepa ATCC 55730 en 160 madres a lo largo del ultimo mes
de gestacion y posteriormente en los recién nacidos durante su primer afio de
vida; demostrando una experiencia en el desarrollo de lesiones cariosas
disminuida y asociada a un bajo riesgo para presentar caries dental, que no solo
previno la aparicion de caries de la infancia temprana, sino que redujo la

prevalencia de caries dental en la denticién primaria a los 9 afios de edad.””*

Por otra parte, diversos autores plantean que el consumo de probiéticos puede

interferir positivamente en varios predictores de riesgo asociados a caries dental,
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tales como: pH salival, capacidad buffer salival, nivel de biopelicula dental y
recuento bacteriano de Streptococcus mutans y Lactobacillus; logrando

modificaciones usualmente temporales y de corto plazo ® %78

Tal es el caso del estudio presentado por Srivastava et al. quienes valoraron el
efecto de una cuajada probiotica con Bifidobacterium lactis BB12 y Lactobacillus
acidophilus A-5 sobre el pH salival y recuento de Streptococcus mutans en sujetos
libres de caries, encontrando un aumento significativo en el pH salival y una
reduccion significativa en el recuento de Streptococcus mutans al inicio y hasta los
7 dias de consumo.”® De igual modo, Campus et al. informaron el efecto de una
dosis diaria de pastillas con L. brevis CD2 en escolares con alto riesgo de caries,
obteniendo una reduccion significativa en la acidogenicidad de la biopelicula y

recuento de Streptococcus mutans en saliva tras 6 semanas de consumo. &

Sin embargo, autores como Villavicencio et al. muestran resultados discordantes,
ya que en su evaluacion sobre el efecto de leche suplementada con las cepas
probidticas L. rhamnosus y Bifidobacterium longum en nifios preescolares durante
9 meses, hallaron una reduccion significativa de Lactobacillus spp, no siendo asi
para Streptococcus mutans. Ademas, aun cuando fue detectado un aumento en la
capacidad buffer salival y una leve disminucion en la prevalencia de caries dental,
acidez salival y nivel de biopelicula, los resultados no fueron estadisticamente

significativos. "
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Otro resultado dispar fue sefialado por Toiviainen et al., quienes revelaron no hubo
diferencia significativa en el nivel de Streptococcus mutans y Lactobacillus
después de una intervencion en sujetos adultos quienes consumieron pastillas con
L. rhamnosus GG ATCC 53103 vy B. Lactis BB-12 DSM 15954 durante 4
semanas, denotado un microbioma oral sin cambios significativos a pesar de un

descenso en el indice de biopelicula e inflamacion gingival. %

Incluso, en el caso de lesiones de caries dental preexistentes, poco se sabe sobre
el efecto que podrian tener las cepas probidticas.”” Keller et al. reportaron no
encontrar diferencias significativas en los valores de fluorescencia cuantitativa
inducida por luz (QFL) o alteraciones del area en lesiones tempranas de caries en
adolescentes que consumieron comprimidos con Lactobacillus reuteri DSM 17938

y ATCC PTA 5289 durante un periodo de tres meses. %

B. Halitosis

La halitosis en la mayoria de los casos se asocia con el desequilibrio en la
microbiota comensal (que obtiene nutrientes o proteccion a expensas de otros sin
producirle dafio o beneficio) de la cavidad oral. Mas especificamente, la halitosis
resulta de la accion de las bacterias anaerdobicas Gram negativas que residen
dentro de la orofaringe y degradan las proteinas de la saliva y de los alimentos
para generar acidos grasos, que a su vez se transforman en compuestos volatiles
de azufre (VSC), incluido el sulfuro de hidrogeno y el metanotiol. Aunque hoy en

dia son pocos los ensayos clinicos dirigidos a esta condicion, se han encontrado
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diferentes cepas o productos probioticos eficaces. Las cepas estudiadas incluyen
Escherichia coli Nisle, S. salivarius y Lactobacillus salivarius en forma masticable y

aislados de Weissella cibaria en forma de colutorio. 4>°% %3

Asimismo, la cepa probidtica para contrarrestar la halitosis no debe producir
subproductos metabdlicos fragantes y debe ser capaz de persistir en el dorso de la
lengua. Estudios clinicos e in vitro han demostrado que cepas como el
Streptococcus salivarius K12 y los Lactobacillus crispatus YIT 12319 y LBS17-11
han resultado efectivas tanto en la adhesion a las células HSC que derivan de la
lengua humana asi como en la inhibicion de la colonizacion de bacterias
implicadas: Streptococcus T29, Saburreum eubacterium, Micromonas micro, etc.,

traduciéndose en propiedades provechosas para esta condicién.*

Autores como Keller MK et al. incluso han valorado el efecto de cepas como L.
reuteri DSM 17938 y L. reuteri ATCC PTA 5289 a través de gomas de mascar; en
adultos jovenes sanos con halitosis matutina durante 14 dias, sefialando que estas
pueden tener algun efecto benéfico en el mal olor oral evaluado por las
puntuaciones organolépticas. Los resultados indican que la goma probidtica podria
afectar a las bacterias que producen compuestos malolientes distintos de los

VSC.%
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C. Infecciones por Candida albicans

La literatura muestra resultados positivos y negativos del efecto de los probidéticos
en Candida albicans (C. albicans). Diversos estudios preclinicos en animales y
ensayos clinicos en humanos han analizado la eficacia de cepas probidticas como
L. rhamnosus GG, Propionibacterium freudenreichii ssp. Shermanii JS,
Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. fermenti. Los resultados
revelan que algunas cepas de Lactobacillus controlan el crecimiento excesivo de
C. albicans produciendo acido lactico, ademas de reducir la hiposalivacion y la

xerostomfa, sin embargo otras cepas no poseen un efecto antimicrobiano.® %

Otro factor importante en relacién a esta infeccion es el hecho de que el sitio de
colonizacion mas alto para C. albicans es proporcionado por lesiones cariosas, ya
que la produccion de acidos favorece un nicho ecolégico para este
microorganismo. Asimismo, estudios in vitro han revelado que la presencia de C.
albicans mejora la adherencia de Streptococcus mutans a la biopelicula oral y en
lesiones cavitadas. Por lo que resulta lI6gico pensar que un mayor control de los
patogenos de la caries dental con probidticos tendria como consecuencia adicional

una disminucién de la incidencia de C. albicans. *°

D. Enfermedad Periodontal

Diversos  estudios han demostrado que especies probidticas como los

Lactobacillus, inhiben el crecimiento de periodontopatégenos, mostrando una
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actividad antibacteriana contra Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia y
Aggregatibacter actinomycetem comitans, debido a que los patégenos
periodontales son sensibles al ataque de los &cidos. Por ende, la actividad
antibacteriana de estas bacterias acido lacticas se deriva de su produccion de

acido lactico y otros Acidos organicos que podrian actuar como bacteriocinas. 4%

93,95-99

Cepas como L. reuteri, L. brevis, L. helveticus, L. rhamnosus GG, Bifidobacterium
animalis sub especie lactis BB-12 han sido estudiadas para contrarestar esta
patologia, disminuyendo asi el nivel de biopelicula dental supragingival y por lo
tanto, de gingivitis y periodontitis. Por otro lado, se ha desmostrado que el
consumo de cepas probibticas puede reducir citoquinas pro-inflamatorias en el
fluido crevicular de adultos con inflamacion gingival, hallazgo que refleja un efecto

local en las respuestas inmunes orales. 92939599

E. Otras aplicaciones de utilidad odontologica:

1. Ortodoncia

Estudios han demostrado la eficacia de cepas probidticas para combatir zonas
desmineralizadas de esmalte también llamadas “lesiones de mancha blanca” en
los diferentes 6rganos dentarios; secuelas comunes durante y después del
tratamiento de ortodoncia. Las cepas probiodticas pueden ayudar a prevenir una

colonizacion de Streptococcus mutans sobre los dispositivos de ortodoncia fijos
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mediante los mecanismos de accidon mencionados en el subcapitulo 11.3.4; ya que
el disefio complejo de bandas y brackets de ortodoncia puede crear un entorno
ecolégico favorable para microorganismos cariogénicos, causando inflamacién

gingival y caries dental. °**%

Asimismo, en un estudio de Cildir et al. se demostr6é que el consumo diario a corto
plazo de yogur de fruta que contenia Bifidobacterium animalis subsp. lactis DN-
173010 logré reducir los niveles de Streptococcus mutans en la saliva durante el
tratamiento de ortodoncia con aparatos fijos, no siendo asi para los Lactobacillus

salivales. %10t

11.3.9 Efectos adversos del uso de Probiéticos

La administracion de probidticos en individuos sanos se ha demostrado con el
transcurso de los afios como segura, siendo un reflejo de ello el escaso niumero de
complicaciones publicadas relacionadas con su uso en la poblacién general,
donde raramente se observan efectos secundarios que suelen reducirse a

flatulencia o cambios en los habitos intestinales. *°% 1%

No obstante, en los ultimos afios su aplicacion se ha focalizado en el tratamiento
de un amplio abanico de patologias, algunas de ellas relacionadas con factores
implicados en un mayor riesgo para desarrollar complicaciones, tales como:
existencia de inmunosupresion, de comorbilidades subyacentes graves o de

hospitalizaciones, tratamiento antibiético o intervenciones quirdrgicas previas. %2
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Al igual que ocurre con las diferencias en la eficacia segun la especie o cepa
empleada, es probable que también existan diferencias en los efectos secundarios
y adversos entre las diferentes cepas, esto debe tomarse en consideracion para
cada una de las cepas probidticas que estan siendo utilizadas, por ejemplo, se
estima que el riesgo de desarrollar bacteremia por Lactobacillus ingeridos es
inferior a uno por un millén de consumidores, mientras que el riesgo de desarrollar
fungemia por Saccharomyces boulardii se estima en uno por 5,6 millones de
consumidores. Algunas cepas como L. Rhamnosus GG, no han llevado a ningun
cambio significativo en la incidencia de bacteremias segun su especie, en tanto
otras han causado mayores complicaciones y fungemias como es el caso de

Saccharomyces cerevisae 9%1%

En la literatura, se describe un caso de un paciente que puso el contenido de una
capsula probiética, que contenia L. rhamnosus, L. acidophilus y Enterococcus
faecalis en la boca para masticarla después de una extraccion dental. Al poco
tiempo el paciente sufrid6 una endocarditis y se pudieron hallar estas bacterias

probiéticas en las muestras clinicas. 1%

Por todo ello se deben extremar las precauciones antes de decidir su utilizacién en
estos grupos de riesgo y en el caso de personas con compromiso inmunitario o
enfermedad de base grave es mejor restringir su uso a las cepas e indicaciones

que tienen eficacia comprobada. *%
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[1.3.10 Limitaciones, implicaciones y seguridad del uso de probiéticos

Diferentes estudios con probidticos sugieren que éstos tendrian una serie de
beneficios potenciales para la salud. #>8367.71:76.7890.92:9395100 parg o5 efectos
descritos solo pueden ser atribuidos a las cepas analizadas en cada estudio y no
se puede generalizar a toda la especie ni a todo el grupo de probiéticos. Por lo
tanto, para utilizar un probidtico para una indicacion determinada debemos
documentar los efectos sanitarios de cada cepa especifica presente en el producto

probiético comercializado.*®

Asimismo, la diversidad de los estudios que documentan la eficacia de cepas

probiéticas especificas a una determinada dosis "27® 7889

no constituyen evidencia
fehaciente que aconseje obtener los mismos efectos conseguidos sobre la salud a
una dosis distinta 0 mas baja, por lo que la dosis de administracion de probidticos
en cada situacién debe definirse. °*'%* Numerosas investigaciones incluyen dosis
que van de 10° a 10" UFC/mL, siendo los Lactobacillus rhamnosus y el B. Lactis
las principales cepas empleadas; ratificando de esta manera la existencia de una
amplia extension entre las dosis aplicadas, dificultando asi la precision de la

misma. 72-76, 78-89

Por el momento, hay evidencia cientifica E1, segin Kish (E. Buena evidencia en
contra de la recomendacion, 1. Uno o mas estudios aleatorizados y controlados)
qgue avala el uso de los probidticos en el tratamiento de la diarrea aguda, la diarrea

asociada a antibioticos, la pouchitis y también para el sindrome del intestino
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irritable, aunque soélo para combatir algunos sintomas. En cuanto a la salud oral,

no hay evidencia nivel 1 que demuestre que los probiéticos son utiles para el

tratamiento de las enfermedades orales y aunque se han realizado diversos

ensayos clinicos, el nUmero de pacientes usualmente es pequefio como para

avalar su uso,'®® aun cuando los estudios realizados muestran efectos benéficos

en sujetos con rango de edad de 2 a 30 afos, las intervenciones suelen ser a

corto plazo; ademas la vastedad de variables en dichas muestras advierten

resultados no del todo concluyentes y puntuales. "4’ "#8° Es por ello que deben

considerarse dos pautas principales al emplear un probiético:

Mantener extrema precaucién en pacientes con enfermedades graves de
base como cardiopatias, altamente inmunocomprometidos, criticamente
enfermos o0 aquellos portadores de catéteres venosos centrales debido a

las posibles complicaciones con fungemias y bacteriemias.*1%

Uso cauteloso en lesiones de caries dentales preexistentes, ya que aun no
se esclarece el efecto que podrian tener las cepas probiéticas.*
Particularmente en situaciones que involucran un consumo a largo plazo de
probidticos a base de Lactobacillus, particularmente de especies como L.
rhamnosus, que inducen un aumento de los Lactobacillus orales
(relacionados con la progresion de las lesiones de caries). Por lo que debe
realizarse una revision dental obligatoria antes de iniciar al consumo de

estos productos. %
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Asimismo, la explotacion comercial del concepto de alimento probidtico todavia
esta asociada con un gran cuerpo de afirmaciones sin fundamento. Los principales
motivos de preocupacion respecto a la calidad, el etiquetado y la verificacion de
las reclamaciones atribuidas a algunos de estos productos aln permanecen hoy
en dia, de manera que es requerido un consenso internacional y nacional para
evaluar la eficacia y seguridad de estos productos.*® De igual modo, existe una
diversidad de productos probidéticos, donde no solo los lacteos son utilizados como
vehiculo principal, sino también comprimidos y/o tabletas que inclusive pueden
disolverse en medios acuosos como enjuagues 0 agua; identificando asi una
amplia variedad de materiales y métodos empleados que dificultan la eleccion del

medio idéneo e influyen en la efectividad de la cepa probidtica. > 7% 7889

Actualmente los datos clinicos siguen resultando inconsistentes y aunque el uso

de probidticos podria ser util en un futuro, aiin no existe la suficiente evidencia

para demostrarlo.*®®
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Tabla No. 4. Estudios sobre el efecto de la suplementacion con probioéticos en la prevalencia y predictores de riesgo de caries dental en humanos

AUTOR Y ANO

POBLACION
DE ESTUDIO

CEPA Y DOSIS

METODO DE
DISTRIBUCION/
DURACION DEL
TRATAMIENTO

OBJETIVO A
EVALUAR

HALLAZGOS

Villavicencio et
al. (2018)"

Rodriguez et
al. (2016)"

Hedayati-
Hajikand et al.
(2015)

363 Nifios
(3-4 afios de
edad)

261 nifios
(2-3 afios de
edad)

138 nifios
(2-3 afios de
edad)

L. rhamnosus
(5x10° UFC/g)

Bidifobacterim
longum
(3x10° UFCIg)

L. rhamnosus
(10" UFC/mL)

S.uberis KJ2
S.oralis KJ3
S.rattus JH145
(1x10° UFC/Tableta)

200 mL de leche 1
vez al dia 5 veces a la
semana durante 9
meses

150 mL de leche 1
vez al dia 5 veces a la
semana durante 40
semanas

1 tableta al dia
durante 12 meses

Recuento de
Streptococcus mutans
y Lactobacillus spp
Prevalencia de caries
pH salival

Nivel de biopelicula

Capacidad buffer
salival

Prevalencia de caries

Prevalencia de caries
Presencia de
biopelicula supra
gingival

Sangrado gingival

Reduccién estadisticamente significativa
de Lactobacillus spp, no siendo asi, para
Streptococcus mutans.

Disminuy6 levemente la prevalencia de
caries, acidez salival y nivel de
biopelicula, sin embargo los resultados no
fueron estadisticamente significativos.

Aumento de la capacidad buffer salival.

Reduccion estadisticamente significativa
de la prevalencia de caries y nivel de la
lesion cavitada.

Reduccion estadisticamente significativa
de la prevalencia de caries.

No se encontraron diferencias
significativas en cuanto a la presencia de
biopelicula supragingival y sangrado
gingival.
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METODO DE

N POBLACION DISTRIBUCION/ OBJETIVO A
AUTOR Y ANO DE ESTUDIO CEPA Y DOSIS DURACION DEL EVALUAR HALLAZGOS
TRATAMIENTO
Los tamafios de la muestra fueron
principalmente pequefios o medianos.
Revisién analitica de Generalmente las intervenciones fueron de
estudios sobre los corto plazo (80%).
Caggtltlaessal. 23 articulos gfelctos teg?‘?f““cos Dos tercios de los articulos reportaron
( ) el oS pro '3 |coslen disminucion en el recuento de Streptococcus
a caries dental mutans en saliva o biopelicula, aunque el
efecto fue variable y de corta duracion.
La mayoria de los articulos emplearon un
producto lacteo como vehiculo.
La mayoria de los estudios evaluaron
bacterias del género Lactobacillus.
Los principales efectos terapéuticos estan
relacionados con la reduccion del recuento
oral de Streptococcus mutans, leve aumento
de Lactobacillus, ademas de la reduccién en
Revision analitica de la incidencia de caries.
. | estudios sobre los ) _ _
Coqueiro et al. 42 articulos efectos terapéuticos La evidencia sobre los efectos terapéuticos

(2018)"®

de los probidticos en
la caries dental

de los géneros Bifidobacterium y
Streptococcus es escasa y conflictiva, lo que
hace dificil recomendarlos para su uso en la

practica clinica.

Algunos estudios administraron probi6ticos
con tratamientos coadyuvantes como el
fluoruro, donde los efectos terapéuticos

aumentaron cuando se emplean de manera

simultanea.
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METODO DE

< POBLACION DISTRIBUCION/ OBJETIVO A
AUTOR Y ANO DE ESTUDIO CEPA Y DOSIS DURACION DEL EVALUAR HALLAZGOS
TRATAMIENTO
Bifidobacterium Recuento de
Srivastava et 60 sujetos lactis BB12 100mL cuaiada 1 vez Streptococcus mutans  Reduccion significativa de Streptococcus
al.(2016)™ (20-25 afios de Lactobacillus al dia /17 dias mutans y aumento significativo en el pH
’ edad) acidophilus A-5 pH en saliva salival en comparacion con el placebo.
( 1x10°UFC/200mg)
Recuento de
. 122 nifios L. paracasei SD1 5g de leche en polvo Streptococcus Reduccion estadisticamente significativa
Teanpaisan et en 50 mL de agua 1
P 79 (12-14 afios de (10" UFC/ mg) . 9 mutans y en niveles de Streptococcus mutans y
al. (2015) vez al dia durante 6
) edad) Lactobacillus en saliva Lactobacillus en saliva.
meses
Deoy 50 sujetos (18-  Lactobacillus casei 65 mL leche 1 vez al Recuento de R(?guf(g%ré;e Z;aﬁézt:ﬁsgggtseai?;gfiiva
Deshmukh 30 afios de shirota dia durante 7 dias Streptococcus mutans Stre t_ocbccus mutans después de 7 dias
(2015)® edad) (10° UFC/mL) en saliva P ans desp
de administracion.
60 nifios Bllfgict)it;aggﬂ;m Recuento de Reduccion estadisticamente significativa
Ashwin et (6-12 afios de Lactobacillus lhelado 1 vez al dia/  Streptococcus mutans  de Streptococcus mutans después de la
al.(2015)%* edad) acidophilus La-5 7 dias en saliva ingestion del helado, efecto s6lo a corto

(1x10° UFC/54q)

plazo no mayor a 6 meses.
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METODO DE

< POBLACION DISTRIBUCION/ OBJETIVO A
AUTOR Y ANO DE ESTUDIO CEPA Y DOSIS DURACION DEL EVALUAR HALLAZGOS
TRATAMIENTO
Recuento de No hubo diferencia significativa en el nivel
Streptococcus mutans .
L. rhamnosus GG Lactobacillus en de Streptococcus mutans y Lactobacillus
ATCC 53103 y saliva después de la intervencion.
(4.4X10° UFC)
Toiviainen et 60 sujetos 4 pastillas al dia/ 4 Nivel de biopelicula Disminucién significativa en el indice de
al.(2015) * adultos B. lactis BB-12 semanas P biopelicula e inflamacién gingival.
DSM15954 Inflamacion gingival
(4.8x10° UFC/1,2 g) ging Microbioma oral sin cambios
. estadisticamente significativos.
Cambios en
microbioma oral
Recuento de Disminucion estadisticamente significativa
Zare et al. 66 suuNatos B. lactis 300mg de yogurt 1 Streptococcus mutans enel recuento de Streptococcus_ mutans
83 (18-30 afios de 6 . ; en saliva, aunque los Lactobacillus no
(2015) (10° UFC/ mL) vez al dia/2 semanas y Lactobacillus en ; S
edad) saliva presentaron cambios significativos
importantes.
pH de biopelicula El pH de la biopelicula, el nivel de
o Streptococcus mutans y sangrado gingival
Campus et al. 181 ninos L. brevis CD, 1 Tableta 1 vez al dia/ Recuento de fue similar en ambos grupo a corto plazo,
84 (6-8 afos de 9 Streptococcus mutans . .
(2013) (10 UFC/1 g) por 6 semanas . no siendo asi a largo plazo, donde se
edad) en saliva . A
observaron cambios estadisticamente
o significativos.
Sangrado gingival
foet  GOsuews  Lpwcass  aTaesaldwz g SOUCTIOfe - Demiuen ssadsicanene sonioane
al.(2013)% adultos DSMZ16671 dias P P plazo.

en saliva

52



METODO DE

< POBLACION DISTRIBUCION/ OBJETIVO A
AUTOR Y ANO DE ESTUDIO CEPA Y DOSIS DURACION DEL EVALUAR HALLAZGOS
TRATAMIENTO
L. acidophilus El enjuague b_u_cal probidtico y el _enj_uag_ge
L. rhamnosus bucallclo_rhex.ldlna causaron unal_Jnh|b|C|on
Bifidobacterium _ s_|gn|f|9at|va de la acumu_l:aluon de
Thakkar et 90 jovenes longum 10 mL ple enjuague . . ) _ biopelicula en comparacion con el )
al.(2013)°° (13 a 15 afios) Saccharomyces por 1 rplnuto 1 vez al Nivel de biopelicula enjuague I_oucal placebo, pero se encon:tro
' boulardii dia/14 dias que el enjuague_b_um_:gl probidtico es mas
(1,25 x 102 UFC/ 10 eflca; para la inhibicion qle la acumulacion
’ mL) de biopelicula que el enjuague bucal con
clorhexidina.
Lactobacillus
sporgenes
(100 millones)
Streptococcus Recuento de
faecalis Streptococcus mutans 3 - o
Dhawan y 36 sujetos (60 millones) ) o _ ) Reduccu_)n estadisticamente significativa
Dhawan (21 afios de Clostridium butyrium 2 Tabletas al dia/ 2 Indice de biopelicula _en el nlve_l de §treptgcqccus mLftans,
(2013)% edad) TO-4 semanas o ) indice de blopel!cula,_ mpllce de calculo e
(4x10° UFC) Indice de célculo indice gingival.
Bacillus - o
mesentericus Indice gingival
TO-4 JPC
(2x10° UFC)
Recuento de No se observo diferencia significativa en el
Streptococcus mutans recuento de Streptococcus mutans.
100 nifios o ) y S. salivarius y o o
Burton (2013)®  (5-10 afios de S. sallvaréus M18 2 Tabletas al dia/3 o _ ] Reduccion estgdlstlcamentg significativa
edad) (3,6x10°UFC) meses Indice de biopelicula en el nivel de biopelicula.

indice gingival

Mejor6 la salud gingival, sin embargo no
resulté estadisticamente significativa.
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METODO DE

S POBLACION DISTRIBUCION/ OBJETIVO A
AUTOR Y ANO DE ESTUDIO CEPA Y DOSIS DURACION DEL EVALUAR HALLAZGOS
TRATAMIENTO
Streptococcus
uberis KJ2TM Disminucion del recuento bacteriano,
Recuento de estadisticamente significativo en el grupo
o Streptococcus oralis probiético.
Cortés et 40 ninos KJ3TM 1tabletaal dia/1s ~ SUeptococcus mutans
89 (4-6 afos de ", e
al.(2015) edad) dias Unidades relativas de Reduccidn significativa de los valores de

Streptococcus rattus
JH145TM

(125 millones UFC)
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La caries dental es considerada un problema de salud publica debido a las altas
prevalencias reportadas a nivel mundial, y a pesar de los grandes avances
tecnoldgicos y la introduccion de diversas iniciativas por parte de la profesion dental
para contrarrestarla, no deja de ser la enfermedad crénica mas comun durante la
nifiez.%® Es por ello, que actualmente existe una inmesurable preocupacién por la
prevencion y el control de esta patologia, realizando esfuerzos intensivos en la
busqueda de varias estrategias como la reduccion de la microbiota cariogénica; sin
embargo, sigue sin obtenerse el control idoneo de los microorganismos asociados

a esta enfermedad. "

Estudios recientes han arrojado una nueva luz sobre el potencial uso de probio6ticos
para la prevencion de enfermedades orales.®* Si bien la informacién existente
tiende a demostrar el efecto inhibidor que tendria la administracion de probiéticos
en el desarrollo de la caries dental, ésta aun es insuficiente por lo que se requiere

realizar mas investigaciones al respecto.'®®

Asimismo, aungue el empleo de probidticos es aln un campo reciente respecto a la
salud oral, en México existen diversos productos disponibles en el mercado, aun
cuando no se han esclarecido completamente la eficacia, seguridad, dosificacion y

mecanismos de accién de las diferentes cepas empleadas. **"*
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Dada la importancia que supondria aumentar el respaldo de las investigaciones
reportadas, se considerdé imprescindible la realizacion de un estudio piloto
utilizando el probidtico oral comercializado L. reuteri DSM 17938 BioGaia®,
dilucidando si la cepa probidtica contenida es efectiva en la prevencion de caries
dental y determinando su efecto sobre ciertos predictores de riesgo asociados a
esta patologia; aumentado asi la informacion que permita definir a la
bacterioterapia como una medida preventiva, efectiva y segura, garantizando una
mejor calidad de vida, sobre todo en la poblacion infantil. De ahi la relevancia del
presente estudio para lo cual nos planteamos la siguiente pregunta de

investigacion.

¢,Cudl es el efecto de la administracién oral del probiético L. reuteri DSM

17938 en la prevencion de caries dental en una poblaciéon de preescolares?

56



IV. HIPOTESIS

Considerando los estudios sobre el efecto positivo de la suplementacién con
probioticos en la prevalencia y predictores de riesgo de caries dental en humanos,
suponemos que el consumo del probidtico L. reuteri DSM 17938 BioGaia®,
ayudara a prevenir la caries dental en una poblacion de preescolares, mostrando
un efecto eficiente sobre determinados predictores de riesgo de caries dental;
controlando la experiencia de caries dental, flujo y pH salival no estimulado,
ademas de una disminucién significativa en la presencia de biopelicula dental y
recuento de Streptococcus mutans en saliva y Lactobacillus en biopelicula dental,

en comparacién con los grupos que no reciban dicho tratamiento.

57



V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del probiotico L. reuteri DSM 17938 BioGaia® en la prevencion
de caries en una poblacion de preescolares del Colegio Hellen Keller, Jardin de
nifios Alfonso Pruneda y Jardin de nifios Freire durante el periodo de Enero a
Marzo del 2019.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aplicar el indice ceod para determinar la experiencia de caries dental al inicio,
durante y al finalizar la ingesta del probi6tico L. reuteri DSM 17938 BioGaia®

en el grupo control, experimental y placebo.

e Determinar los niveles de flujo y pH salival no estimulado al inicio, durante y al
finalizar la ingesta del probidtico L. reuteri DSM 17938 BioGaia® en el grupo

control, experimental y placebo.

e Aplicar el indice O’Leary para determinar la presencia de biopelicula dental al
inicio, durante y al finalizar la ingesta del probiético L. reuteri DSM 17938

BioGaia® en el grupo control, experimental y placebo.

e Determinar el recuento de Streptococcus mutans en saliva y Lactobacillus en
biopelicula dental, al inicio, durante y al finalizar la ingesta del probi6tico L.
reuteri DSM 17938 BioGaia® en el grupo control, experimental y placebo.

e Comparar los resultados de los indices y predictores de riesgo a caries, al
inicio, durante y al finalizar la ingesta del probiotico L. reuteri DSM 17938

BioGaia® en el grupo control, experimental y placebo.
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VI. MATERIAL Y METODOS

VI.1. Tipo de estudio:

e Experimental, prolectivo, longitudinal, comparativo.

VI.2 Universo de Estudio

Se estudié una poblacion de preescolares de 3 a 5 afios de edad, género femenino
y masculino que asistio al Colegio Helen Keller, Jardin de Nifios Alfonso Pruneday
Jardin de Nifios Freire, pertenecientes al area Metropolitana durante el periodo de
Enero a Marzo del 2019, la seleccidn de las instituciones educativas se realizd por
conveniencia, por los contactos y la disposicion de los directivos en apoyar la

investigacion.

La muestra fue conformada por 250 preescolares, cifra determinada por el nimero
de infantes inscritos en cada escuela, ya que todos fueron revisados e incluidos en
el estudio, salvo los que no quisieron participar o cuyos padres no autorizaron el

consentimiento informado inicial (Ver anexo XIV.1).

De esta muestra fueron seleccionados 30 sujetos que cumplieron con los

siguientes criterios:
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VI.3 Criterios

VI.3.1 Criterios de inclusiodn

Nifios y nifias sanos de 3 a 5 afios.

Nifios y nifias libres de caries.

Nifilos y nifias con capacidad para cooperar durante un examen dental.

Niflos y nifias que cuenten con consentimiento informado No.2.

VI. 3.2 Criterios de exclusion

Nifilos y nifias mental o fisicamente discapacitados.

¢ Nifios y nifias con alergia a alguno de los componentes del probidtico oral
experimental y/o placebo.

e Nifos y nifias que presenten medicacion continua con antibiéticos.

¢ Nifios y nifias con consumo elevado de otros probiéticos (productos lacteos

u otros suplementos).

VI. 3.3 Criterios de eliminacion
e Niflos y nifias que rechazaron la ingesta del probiético L. reuteri DSM 17938
BioGaia®.
e Niflos y niflas que decidieron retirarse del estudio.
e Nifios y nifias que no cumplan con el 90% de asistencia durante el

transcurso del tratamiento.
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Posteriormente estos participantes fueron asignados aleatoriamente a uno de los 3

grupos siguientes:

e Grupo control (A): n=10 preescolares
e Grupo experimental (B): n=10 preescolares

e Grupo placebo (C): n=10 preescolares

Durante un periodo de 3 meses el grupo control (A) no recibio tabletas probioticas o
placebo, el grupo experimental (B) consumi6 tabletas masticables con L. reuteri
DSM 17938 BioGaia® y el grupo placebo (C) consumié tabletas masticables sin

cepas probidticas. (vVéase Figura 1)
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Universo de estudio No cumplieron con los criterios  n=177

n=250 No firmaron consentimiento n=40
| Otros motivos n=3
Seleccion de participantes | ————— 30 sujetos con consentimiento informado

Participantes seleccionados
n=30

Asignacidn aleatoria de los participantes a los grupos de estudio

/ | ™~

Control n=10 Experimental n=10 Placebo n=10
Mediciéon No. 1 Medicidn pre intervencién: indice ceod, flujo y pH salival no estimulado, indice O’Leary, recuento de SM en saliva y Lactobacillus en biopelicula dental
Pérdidas=0 Pérdidas=0 Pérdidas=0
I | I
Datos analizados Datos analizados Datos analizados
n=10 n=10 n=10
Medicion No. 2 Medicidn a los 2 meses de Tx: indice ceod, flujo y pH salival no estimulado, indice O’Leary, recuento de SM en saliva y Lactobacillus en biopelicula dental
Pérdidas=0 Pérdidas=0 Pérdidas=0
Datos analizados Datos analizados Datos analizados
n=10 n=10 n=10
Medicion No. 3 Medicién a los 3 meses de Tx: indice ceod, flujo y pH salival no estimulado, indice O’Leary, recuento de SM en saliva y Lactobacillus en biopelicula dental
Datos Datos Datos
analizados analizados analizados
n=10 n=10 n=10

Figura 1. Diagrama de seleccién de participantes y conformacion de grupos de estudio
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VI. 4 Variables

Independiente:

e Tratamiento: » Grupo Control (A):
Sin intervencion.

» Grupo Experimental (B):
Tabletas masticables con L. reuteri DSM 17938 BioGaia®.

» Grupo Placebo (C):
Tabletas masticables sin cepa probidtica.

Dependiente:

e Predictores de riesgo de caries dental (experiencia de caries dental, flujo y

pH salival no estimulado, presencia de biopelicula dental, recuento
bacteriano de Streptococcus mutans en saliva y Lactobacillus en biopelicula

dental).

V1.4.1 Tabla No 5. Operacionalizacion de variables

Variable Definicion N'VE.EI _d,e Categoria
medicion

Sin tratamiento

Administracion o . .
Tratamiento complementaria de L. reuteri Cr?grl:%tgfa Tratamgeg:\jl) igge,LS. reuteri
DSM 17938 o placebo
Placebo
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VI1.4.1 Tabla No 5. Operacionalizacion de variables

Nivel de

Variable Definicion . Categoria
medicion
i ia d Predictor que indica la historia . Criterio ceod expresado por
Expgrlenma e de caries dental a lo Cuqntltatwa valor numérico de
caries dental discreta

Tasa de flujo
salival no
estimulado

pH de saliva no
estimulada

Presencia de
biopelicula dental

Recuento
bacteriano

largo de la vida de un sujeto

Volumen de saliva no
estimulado producido en las
glandulas salivales por unidad
de tiempo

Grado de acidez o alcalinidad
que indica la cantidad de iones
de hidrégeno presentes en la
saliva no estimulada

Estimacion de biopelicula
adherida sobre la superficie
dental

Tamafio de poblaciéon
bacteriana en una muestra
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Cuantitativa
continua

Cualitativa
ordinal

Cuantitativa
discreta

Cualitativa
nominal

Cualitativa
ordinal

Cuantitativa
continua

Cualitativa
nominal

0az20

Medida expresada en mL/min

Producciéon normal:20.25 mL/min
Produccioén baja:<0.25 mL/min

Escala expresada por valor
numeérico de 0 a 14

pH alcalino =27
pH acido <7

Criterio O’Leary:

Aceptable: 0.0-12.9%
Cuestionable:13.0- 23.9%
Deficiente 24.0-100%

Medida en expresada en
UFC/ uL

Stl’eptOCOCCUS mutans

Recuento bajo<100.000UFC/mL
Recuento alto=100.000UFC/mL

Lactobacillus

Recuento bajo<100.000UFC/mL
Recuento alto=100.000UFC/mL



VI.5 Técnicas

Se envid un primer consentimiento informado (Ver Anexo No.1) a todos los tutores o
padres de familia que tuvieran nifios adscritos en el Colegio Helen Keller, Jardin de
nifos Alfonso Pruneda y Jardin de nifios Freire para que autorizaran la revision
bucal de sus hijos, misma que fue realizada en cada institucion educativa, dentro

de cada aula y empleando barreras de bioseguridad convencionales.

Con ayuda de las educadoras, la revision bucal se llevd a cabo de manera
ordenada y personal, sentando a cada preescolar en una silla, empleando un
espejo bucal sin aumento, explorador, sonda WHO y una ldmpara de luz blanca

para identificar la presencia de caries dental.

Posteriormente fueron seleccionados 73 preescolares libres de caries cuyos padres
y tutores fueron invitados a una sesion informativa en cada centro escolar. Durante
la sesion se denotd la invitacion para participar en el estudio que se realizaria 'y se
entrego un triptico informativo (Anexo No.2), de igual modo se expuso la informacion
acerca del propésito, procedimientos, fuentes de financiamiento, riesgos, beneficios
y demas aspectos pertinentes asociados a la investigacion. Una vez que los
asistentes aseguraron comprender la informaciéon, se procedi6é a la firma de un
segundo consentimiento informado a quienes decidieron formar parte del estudio
(Anexo No. 3), haciéndoles saber sobre su derecho a retirar el consentimiento en

cualguier momento de la investigacion o no participar en caso de no estar de
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acuerdo. Asimismo, se les solicito contestar una ficha de datos generales y

cuestionario base (Anexo No. 4).

Finalmente las 30 autorizaciones aceptadas para la participacion en el estudio
fueron divididas en 3 grupos de manera aleatoria e integrados por 10 sujetos cada

uno:

e Grupo control (A). Quienes no recibieron tabletas probioticas o placebo

e Grupo experimental (B). Que consumieron tabletas masticables con 100
millones de UFC de L. reuteri DSM 17938 BioGaia®. (Ing.: Isomaltosa, xilitol,
L. reuteri DSM 17938, aceite de Palma, estearato de Ca., Saborizante y acido
citrico )

e Grupo placebo (C). Que ingirieron tabletas masticables sin cepa probidtica.
(Ing.: sorbitol, manitol, L. ascorbato de sodio, acido L. ascorbico, sal

magneésica de 4c.grasos, talco, naranja, endulcorante: aspartamo).

Posteriormente se realizd un registro pre intervencion de indice ceod, flujo y pH
salival no estimulado, indice O’Leary, recuento de Streptococcus mutans en saliva
y Lactobacillus en biopelicula dental a cada preescolar de la muestra de estudio,
explicando previamente a los nifios de manera sencilla y adecuada los
procedimientos que se les iba a realizar. Este registro inicial de los predictores de
riesgo de caries dental a evaluar es presentado posteriormente en el apartado de
resultados con el término basal. Las técnicas empleadas se describen a

continuacion:
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VI.5.1 Registro de ceod

La experiencia de caries dental se reportdé empleando el indice ceod. El examen
fue realizado de acuerdo a los criterios para la denticion temporal segun la OMS,
considerando los 20 6rganos dentales temporales, por medio de inspeccion visual y

con ayuda de un explorador #5.

De esta manera se procedi6 a revisar cada 6rgano dental presente por cuadrante,
iniciando con la cara oclusal y continuando con las caras mesial, vestibular, distal y
palatino/ lingual, registrando en una bitacora de trabajo el numero total de érganos

dentales con las condiciones:

c: Cariado (en los que esté indicada la obturacion).
e: Extraido (en los que esta indicada la extraccion por caries).

0: Obturado

Una vez asignados los valores numéricos a las condiciones: cariado, extraido y
obturado por cada sujeto de la muestra de estudio, se determin6 un indice ceod

individual y grupal de la siguiente manera:

indice ceod individual = Sumatoriade c +e +o0

El ceod individual se calcul6 sumando el nimero de dientes registrados con las

condiciones: cariado, perdido y obturado en cada individuo.
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Asimismo, el valor del ceod grupal se obtuvo de la siguiente forma:

indice ceod grupal:  ceod total (total de 6rganos dentales cariados, perdidos y obturados

N° total de individuos examinados por grupo

Finalmente los valores de ceod individuales y grupales fueron insertados en una

base de datos para su posterior analisis.

VI.5.2 Determinacién del flujo salival no estimulado

Se determind el flujo salival no estimulado a cada preescolar del estudio mediante
la técnica de Tomas Seif. Para esta técnica el participante se abstuvo de comer o
beber 1 hora antes de la colecta de la muestra, asimismo se le pidi6 sentarse en
una silla a una posicién de 90° y se le instruy6 a dejar caer saliva dentro de un tubo
Eppendorf calibrado en mililitros, previamente estéril y rotulado, durante un periodo

total de dos minutos.

El indice de tasa de flujo salival no estimulado se obtuvo midiendo la cantidad de
mL de saliva recabada en el tubo colector, dividiéndolo entre dos, estableciendo asi
el flujo salival no estimulado por minuto. Finalmente, para facilitar la interpretacion
de la condicién de flujo salival no estimulado que presenté el paciente, el valor
obtenido fue comparado con los siguientes parametros preestablecidos en la Tabla

No.6:
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Tabla No. 6.Parametros para la interpretacion de valores del flujo salival no

estimulado
Condicion Parametro
Produccién normal 2> 0.25 mL/min
Produccion baja < 0.25 mL/min

Fuente: Tomado de Barrios, Vila, Martinez, Encina Tutuy 106

VI1.5.3 Determinacion del pH salival no estimulado

La determinacion del pH salival no estimulado se llevé a cabo inmediatamente a
través de la muestra salival previamente obtenida, con ayuda de tiras indicadoras

de pH de la marca MERCK® con una escala de medida universal de 0 a 14.

Se sumergié una tira reactiva por cada tubo Eppendorf que contenia la muestra de
saliva no estimulada durante 3 a 10 segundos, de tal modo que se humedecieran
todas las zonas de color. Luego retiramos el papel, esperamos 30 segundos mas y
comparamos el color de la tira de papel humedecida con el color de la escala
adjunta proporcionada por el fabricante, registrando asi el nimero de pH asociado
al color resultante. Por ultimo, para facilitar la interpretacion del pH salival no
estimulado que presenta el paciente, el valor obtenido fue comparado con los

siguientes parametros preestablecidos en la Tabla No. 7:
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Tabla No. 7. Parametros para la interpretacién de valores del pH salival no

estimulado
Condicion Parametro
pH alcalino 27
pH acido <7

Fuente: Tomado de Aguirre **

VI.5.4 Registro de indice O'Leary

A continuacion se procedio al levantamiento del indice O’Leary para determinar la
presencia de biopelicula dental. Para este método los participantes se abstuvieron
de realizar el ultimo cepillado dental del dia una noche antes, para obtener de esta
manera una biopelicula dental no mayor a 24 horas, ademas de comer o beber 1

hora antes del examen.

Posteriormente se proporciond una pastilla reveladora de biopelicula dental GUM®
Red-Cote® a cada preescolar y se le solicito la disolviera y mezclara con su saliva
durante 30 segundos, la agitara por toda la cavidad oral durante 30 segundos mas
y por ultimo escupiera los remanentes; inmediatamente con ayuda de un espejo
dental del No.5 se procedié a examinar las superficies dentales tefiidas dividiendo
cada o6rgano dental en cuatro superficies: vestibular, mesial, lingual y distal,
iniciando con la arcada superior derecha, desde el molar en la posicion mas distal

hasta concluir con el con el homodlogo del lado contrario, continuando con la arcada
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inferior izquierda, desde el molar en la posicion mas distal hasta concluir el examen

con el homdlogo del lado contrario.
Luego el indice O’Leary fue calculado sumando el numero total de superficies
tefiidas entre el numero total de superficies presentes, multiplicando el resultado

por cien.

indice de biopelicula dental O’Leary = # de superficies tefiidas « 100

Total de superficies

Finalmente, para facilitar la interpretacion de la condicion de higiene oral que
presenta el paciente, el valor obtenido fue comparado con los siguientes

pardmetros preestablecidos en la Tabla No. 8

Tabla No. 8. Parametros para la interpretacidon de valores del indice de biopelicula
dental de O’Leary

Condicién Parametro
Aceptable 0.0% - 12.9%
Cuestionable 13.0% - 23.9 %

Deficiente 24.0% - 100.0%

Fuente: Tomado de Murrieta, Lopez, Juérez, Linares y Zurita *°
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VI.5.5 Recuento de Streptococcus mutans en saliva

Para el recuento de Streptococcus mutans en saliva se tomd una segunda muestra
de saliva no estimulada empleando la técnica de Tomas Seif anteriormente
expuesta, utilizando nuevos tubos colectores de saliva estériles los cuales fueron
etiquetados y transportados de manera inmediata y a temperatura ambiente al
Laboratorio de Microbiologia General de la Carrera de Quimica Farmacéutica
Biologica de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, de la Universidad

Nacional Autbnoma de México para ser procesadas inmediatamente.

Para el sembrado de microorganismos se tomé un 1 pl (microlitro) de la muestra
contenida en los tubos de ensayo previamente rotulados y homogenizados.
Primeramente se retiré el tapon del tubo y se flame6 de inmediato la boca del tubo
de ensayo pasandola una o dos veces por la llama del mechero con el objetivo de
eliminar por incineracién los microorganismos contaminantes que se encontraran
en esa zona. Luego se introdujo un asa calibrada estéril de 1 pl (microlitro) BD
DIFCO® dentro del tubo, cogiendo asi la muestra de saliva que seria sembrada en
cajas Petri acondicionadas con el medio de cultivo agar mitis salivarius, adicionado
con Bacitracina al 0.05% (MSB) por medio de técnica de sembrado masivo.
Después de este procedimiento fueron incubadas en condiciones de anaerobiosis

(Ver Figura No.2) durante 72 horas a 37°C.

En seguida se realizo la identificacion morfologica con ayuda del microscopio 6ptico

después de realizada la tincion de Gram, asimismo se realizé la identificacion
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bioquimica de las colonias a través de la prueba de Catalasa. Finalmente, el
recuento final de colonias fue expresado en UFC/uL de saliva y ubicado dentro de
los parametros preestablecidos en la Tabla No0.9. para su subsecuente
interpretacion, no sin antes realizar la obligatoria conversion de uL a mL(1000 pL

=1mL).

Tabla No. 9. Parametros para la interpretacién del recuento de Streptoccoccus
mutans en saliva

Condicion Parametro
Recuento alto 2100.000UFC/mL
Recuento bajo <100.000UFC/mL

Fuente: Tomado de Pérez JA, Duque de Estrada J, Hidalgo I. *?

VI1.5.6 Recuento de Lactobacillus

Asimismo, por cada preescolar se recolect6 una muestra de biopelicula dental
supragingival empleando el medio de transporte Stuart COPAN Transystem®,
disefiado para el almacenamiento, transporte, proteccion y mantenimiento de la
viabilidad de bacterias aerobias y anaerobias a temperatura ambiente hasta por 48
horas. La muestra se obtuvo frotando el hisopo colector contra las superficies libres
(vestibular, lingual y oclusal) de los 6rganos dentarios presentes durante 30
segundos e introduciéndolo seguidamente en el tubo de polipropileno. Después de

colectar las muestras, éstas fueron transportadas de manera inmediata y a
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temperatura ambiente al Laboratorio Microbiologia General de la Carrera de
Quimica Farmacéutica Biologica de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,

de la Universidad Nacional Autdnoma de México para su proceso.

Posteriormente se realiz6 una inoculacion primaria sembrando el hisopo en el
medio BD LBS (Lactobacillus selection agar) también conocido como agar rogosa,
utilizado para aislamiento y recuento de Lactobacillus. Después de la inoculacién
inicial se realiz6 el resto del sembrado mediante la técnica estriado, empleando un
asa de inoculacion sin calibrar. Luego de este procedimiento, las cajas fueron

incubadas en condiciones de anaerobiosis (Ver Figura No.2) durante 72 horas a 37°C.

Figura 2. Cultivos de a) Streptococcus mutans y b) Lactobacillus spp. dentro de jarra de anaerobiosis

Las colonias presentes en las muestras de biopelicula dental fueron contadas y
expresadas como UFC/hisopo, ademas de ubicarse dentro de los parametros

preestablecidos en la Tabla No.10. para su subsecuente interpretacion, realizando
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la previa conversion de pL a mL, ademas de considerar un minimo de 10 uL por

hisopo.

Tabla No.10. Pardmetros para la interpretacién del recuento de Lactobacillus en
biopelicula dental

Condicion Parametro
Recuento alto 2100.000UFC/mL
Recuento bajo <100.000UFC/mL

Fuente: Tomado de Pérez JA, Duque de Estrada J, Hidalgo 1. *?

VI.5.7 Administracion de L. reuteri DSM 17938 BioGaia®

Una vez concluidas las pruebas y registros iniciales de indice ceod, flujo salival, pH
salival, indice O’Leary, recuento de Streptococcus mutans en saliva y Lactobacillus
en biopelicula dental en cada preescolar de los diferentes grupos de estudio inicio
la administracion del tratamiento. Asimismo se solicitd a los padres y/o tutores de
los participantes se abstuvieran de realizar cambios en los habitos alimentarios o

de higiene oral de sus hijos una vez iniciada la intervencion.

A los sujetos del grupo A no se les suministré ningan tratamiento, mientras que a
los del grupo B se les proporciond una tableta masticable con Lactobacillus
reuteri DSM 17938 BioGaia® y a los del grupo C se le entregé una tableta

masticable placebo. Ambas tabletas masticables fueron administradas diariamente
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de manera individual para supervisar su correcto consumo durante los dias habiles
escolares en un horario de 9:30 a 11 am, ya iniciadas las actividades escolares
para mantener un ciclo circadiano constante, ademas el cepillado dental no fue
permitido al menos 1 hora después del consumo de las tabletas. Para la
administracion de las tabletas los dias restantes de la semana, se instruyo a las
Educadoras para que realizaran la entrega de las tabletas necesarias a los padres
durante cada fin de semana y se les solicitd registraran su consumo en una
bitacora semanal que se les entregd personalmente (Ver Anexo No. 5). Este
procedimiento fue repetido durante todo el periodo experimental, registrando la
asistencia de los preescolares, el cumplimiento de ingesta y los efectos
secundarios que pudiesen ser observados durante la administracion del
tratamiento, dicho registro fue llevado a cabo por el investigador, padres y/o tutores

de los participantes y educadoras.

VI.5.8 Muestras y registros subsecuentes.

Posteriormente se realizd un registro a los 2 y 3 meses de tratamiento, midiendo
los predictores de riesgo a caries dental anteriormente sefialados y siguiendo los
meétodos anteriormente expuestos. Nuevamente no se permitio el uso de cepillos
dentales y otros métodos de limpieza oral durante la mafana del dia en que se
realizaron las mediciones. Cabe mencionarse que la recoleccion de la informacion
se realizd por un solo examinador con un criterio estandarizado, por lo cual la
técnica y procedimiento posee confiabilidad en cuanto a la homogeneidad del

criterio diagndstico
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VI.6. RECURSOS
VI.6.1 Recursos Humanos:
o Quimico Farmacéutico Bidlogo.
o Operador de estadistica.
o Investigador y colaboradores.
o Educadoras (es)

. Padres/tutores

VI.6.2 Recursos fisicos:

o Colegio Helen Keller, Jardin de nifios Alfonso Pruneda y Jardin de Nifios
Freire

o Laboratorio Microbiologia General de la Carrera de Quimica Farmacéutica
Bioldgica de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, de la Universidad

Nacional Autbnoma de México.

VI1.6.3 Recursos materiales:

o Probiético con L. reuteri DSM17938 (BioGaia®)

Cepas de Streptococcos mutans

o Cepas de Lactobacillus

e Acido ascorbico

o Cloruro de benzalconio (Antibenzil®)
o Hipoclorito

o Agar mitis salivarius

. Agar rogosa
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Pastillas reveladoras de biopelicula GUM® Red-Cote®
Medio de transporte Stuart COPAN Transystem®
Tiras indicadoras de pH MERCK®

Anaerocult® A MERCK

Cajas Petri de plastico 100x15mm SYM Laboratorios®
Asas calibradas 1 pl BD DIFCO®

Asa no calibrada HYLA®

Micro tubo para centrifuga Eppendorf™®

Tubos de ensayo

Probeta 100mL

Jarra anaerobia BD Gaspak®

Gradilla

Mechero Fisher

Tripie

Autoclave

Estufa de cultivo bacterioldgico

Masking tape, cinta teflon

Encendedor

Marcador negro indeleble, boligrafo, papel kraft
Abatelenguas, guantes, cubrebocas

Bata, lentes de proteccion

Franela, toallas de papel, rociador, jab6n, esponja, escobilla de laboratorio

Libreta de apuntes, computadora, camara fotografica
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VI.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para esta investigacion los datos fueron incluidos en el paquete estadistico SPSS
version 19.0. Los datos se analizaron calculando medidas descriptivas (media y
desviacion estandar) y ANOVA de medidas repetidas con DHS de Tukey como

prueba posthoc.

También se determinaron las frecuencias y porcentajes por medio de la prueba Xi?

y Prueba de Friedman. Para todas las pruebas se consideré un valor de p<0.0.5

como significancia estadistica.
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VI.8 ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

La investigacion se cumplié conforme los principios y valores bioéticos de la

Declaracion de Helsinki. %

Asimismo, este estudio fue ejecutado de acuerdo a los lineamientos de la Ley
General de Salud, asi como la normativa estipulada en la Norma Oficial Mexicana
NOM-013-SSA2-2015 para la prevencion y control de enfermedades bucales y la

Norma Oficial Mexicana NOM-031-SSA2-1999 para la atencion a la salud del nifio.

110-112

De igual modo se cumplié la normativa vigente acorde a la Guia de cumplimiento
de la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 y se desarrollé de acuerdo al Reglamento
interno de higiene y seguridad de la Carrera de Quimica Farmacéutico Bioldgica,
de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM, que establecen los
lineamientos para la separacion, envasado, almacenamiento, recoleccion,
transporte, tratamiento y disposicion final de los Residuos Peligrosos Bioldgico

Infecciosos — RPB|, 113114
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VII. RESULTADOS

La muestra de estudio estuvo conformada por 30 preescolares de 3 a 5 afios de
edad, 30% (n=9) del género femenino y 70% (n=21) del masculino. En el Cuadro
VIl.L1 se presentan sus caracteristicas, mostrando que no hubo diferencia

significativa entre grupos.

Con relacién al indice ceod por grupo de estudio, se observé un aumento en los
grupos control (A) (basal, 0.5 + .8 vs. post tratamiento, 1.1 + .8), experimental (B)
(basal, 0.2 £ .6 vs. post tratamiento 1.2 + 1.0) y placebo (C) (basal, 0.8 + 1.1 vs. post
tratamiento 1.6 + .8), después de tres meses de tratamiento, aunque las diferencias
no fueron estadisticamente significativas. (Cuadro VII.2). Asimismo, en el Cuadro
VII.3 puede advertirse el indice ceod por grupo de edad mostré un incremento, sin
embargo de igual modo no se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas.

Entre tanto el flujo salival no estimulado por grupo de estudio permanecid sin
variaciones significativas durante la administracion del tratamiento, de acuerdo a la
prueba de ANOVA de medidas repetidas como post hoc DHS de Tukey con una
p>0.0.5 (Cuadro VII.4), ubicandose dentro de un rango de producciéon normal

oscilando de 0.49 — 1.50 mL/min (Cuadro VII.5).

De igual modo, como puede observarse en el Cuadro VII.6 los resultados del pH

salival no estimulado por grupo de estudio presentaron una minima variabilidad
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durante la intervencion, con un rango de 5.98 a 7.21, ubicandose mayoritariamente

dentro de un parametro de pH alcalino (Cuadro VII.7).

En cuanto al indice O’Leary, se observé una disminucién en el grupo B (basal,
2319 vs. post tratamiento 22.1+7.5) en comparacion con los grupos Ay C, no
obstante no se mostraron diferencias significativas en los tres grupos de estudio
(Cuadro VI1.8). Con relacioén a los parametros de indice O’Leary en los tres grupos
de estudio, los valores obtenidos se ubicaron mayoritariamente dentro del
parametro Cuestionable durante el transcurso de la intervencion, sin encontrarse
significancia estadistica segun la Prueba de Friedman con una p>0.05 (Cuadro

VI1.9).

Respecto a las UFC/uL de Streptococcus mutans en saliva se observd una
disminucién estadisticamente significativa en el grupo B (basal, 8043.00 + 2504.64 vs.
post tratamiento, 7522.75 + 1986.62, p<0.05) (Ver Figura No.7). Por otra parte, podemos
advertir que los parametros de UFC/uL de Streptococcus mutans en saliva de los
tres grupos de estudio se mantuvieron constantemente en un recuento alto durante
toda la intervencion, con un rango de 5x10° y 1x10’, teniendo un valor maximo de
12,926.63 UFC/uL y un valor minimo de 3473.53 UFC/uL. (Cuadros VII.10 y

VII.11).

En el Cuadro VII.12 se aprecié una disminucion estadisticamente significativa de
UFC/hisopo de Lactobacillus en biopelicula dental en el grupo C (basal,

106.30+178.69 vs. post tratamiento, 68.80 +108.50, p<0.05), asimismo se observd un
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aumento estadisticamente significativo en el grupo B (basal, 369.90+447.63 vs. post
tratamiento, 1534.00 £1645.18, p<0.05) después de 3 meses de tratamiento. (Ver Figura
8). Los valores de tres grupos de estudio oscilaron en un rango de 10°- 10° de UFC/
hisopo, teniendo un valor maximo de 1,598 UFC/hisopo y un valor minimo de
2UFC/hisopo, ubicandose principalmente dentro de un parametro de recuento

bajo. (Cuadro VII.13).
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Cuadro VII.1. Caracteristicas de la poblacién de estudio

Grupo A Grupo B Grupo C
n=10) n=10 n=10
Sexo
Femenino 2(20%) 2(20%) 5(50%)
Masculino 8(80%) 8(80%) 5(50%)
Edad
3 afos 0(0%) 1(10%) 0(0%)
4 afos 5(50%) 6(60%) 5(50%)
5 afios 5(50%) 3(30%) 5(50%)

Grupo A (control n=10) Grupo B (Tx probiéticos n=10), Grupo C (Tx placebo n=10)
Los datos presentan frecuencias y porcentajes. Prueba de Friedman, p>0.05
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Cuadro VII.2. indice de ceod por grupo de estudio.

TIEMPO
Basal 2 meses 3 meses
Grupo A 0.50 = .850 1.00 +.943 1.10 + .876
Indice ceod Grypo B 0.20 + .632 0.40 + .843 1.20 + 1.033
Grupo C 0.80+1.135 0.90+1.101 1.60 +.843
Grupo A (control n=10) Grupo B (Tx probiéticos n=10), Grupo C (Tx placebo n=10)
Los datos presentan el valor promedio + DE.
ANOVA de medidas repetidas. Prueba Post hoc DHS de Tukey , p>0.0.5
Cuadro VII.3. indice de ceod por grupo de edad
TIEMPO
Basal 2 meses 3 meses
) 3 afios 00+0 00+0 1.00+0
Indice ceod
4 afios 0.25+.68 0.69+.94 1.06%.85
5 afos .85+1.06 .92+1.03 1.62+.96

Los datos presentan el valor promedio + DE.
ANOVA de medidas repetidas. Prueba Post hoc DHS de Tukey , p>0.0.5
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Cuadro VIl.4. Tasa de flujo salival no estimulado por grupo de estudio.

TIEMPO
Basal 2 meses 3 meses
Tasa de Flujo Grupo A 0.75+0.26 0.72+0.33 0.77 £0.18
salival no
estimulado  Grypo B 1.04 + 0.55 0.85+ 0.65 1.02 + 0.55
Grupo C 0.77 £0.21 0.88+0.64 0.90+0.24

Grupo A (control n=10) Grupo B (Tx probiéticos n=10), Grupo C (Tx placebo n=10)
Los datos presentan el valor promedio + DE.
ANOVA de medidas repetidas. Prueba Post hoc DHS de Tukey , p>0.0.5

Cuadro VII.5. Parametros de Tasa de flujo salival no estimulado por grupo de estudio.

TIEMPO
Basal 2 meses 3 meses
Grupo A
Produccién normal 10(100%) 10(100%) 10(100%)
Produccion baja 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Parametros de
Tasa de Flujo Grupo B
lival
ougito 0 Produccion normal 10(100%) 10(100%) 10(100%)
Produccion baja 0(0%) 0(0%) 0(00/0)
Grupo C
Producci6n normal 10(100%) 10(100%) 10(100%)
Produccion baja 0(0%) 0(0%) 0(00/0)

Grupo A (control n=10) Grupo B (Tx probiéticos n=10), Grupo C (Tx placebo n=10)
Los datos presentan frecuencias y porcentajes. Prueba de Friedman, p >0.05
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Cuadro VII.6. pH de saliva no estimulada por grupo de estudio.

TIEMPO
Basal 2 meses 3 meses
_ Grupo A 6.6 £ 0.51 6.6 £ 0.51 6.6 £ 0.51
pH de saliva no
estimulada Grupo B 6.8 + 0.42 6.7 + 0.48 6.9+ 0.31
Grupo C 6.8 +0.42 6.7 £0.48 6.5+ 0.52

Grupo A (control n=10) Grupo B (Tx probiéticos n=10), Grupo C (Tx placebo n=10)

Los datos presentan el valor promedio + DE.

ANOVA de medidas repetidas. Prueba Post hoc DHS de Tukey , p>0.0.5

Cuadro VII.7. ParAmetros de pH de saliva no estimulada por grupo de estudio.

TIEMPO
Basal 2 meses 3 meses
Grupo A
pH alcalino 6(60%) 6(60%) 6(60%)
pH acido 4(40%) 4(40%) 4(40%)
Parametros
depHde ©GrupoB
ezf‘i'r';]’jlgga oH alcalino 8(80%) 7(70%) 9(90%)
pH acido 2(20%) 3(30%) 1(10%)
Grupo C
pH alcalino 8(80%) 7(70%) 5(50%)
pH acido 2(20%) 3(30%) 5(50%)

Grupo A (control n=10) Grupo B (Tx probiéticos n=10), Grupo C (Tx placebo n=10)
Los datos presentan frecuencias y porcentajes. Prueba de Friedman, p >0.05
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Cuadro VI1.8. indice O’Leary por grupo de estudio.

TIEMPO
Basal 2 meses 3 meses
i Grupo A 18.8 + 8.1 21.4+7.6 23.0+x55
Indice O’Leary
Grupo B 23+9.5 23.3+10.8 22.1+75
Grupo C 21.5+8.7 23.7+7.6 21.7+5.8

Grupo A (control n=10) Grupo B (Tx probiéticos n=10), Grupo C (Tx placebo n=10)
Los datos presentan el valor promedio + DE.
ANOVA de medidas repetidas. Prueba Post hoc DHS de Tukey , p>0.0.5

Cuadro VII.9. Pardmetros de indice O’Leary por grupo de estudio.

TIEMPO

Basal 2 meses 3 meses

Grupo A
Aceptable 2 (20%) 1(10%) 1(10%)
Cuestionable 6 (60%) 6(60%) 4(40%)
Deficiente 2(20%) 3(30%) 5(50%)

Parametros Grupo B
d g ,l'_”d'ce Aceptable 1 (10%) 1(10%) 10(10%)
eary Cuestionable 6(60%) 6(60%) 70(70%)
Deficiente 3(30%) 3(30%) 20(20%)

Grupo C
Aceptable 1 (10%) 2(20%) 2(20%)
Cuestionable 7(70%) 7(70%) 7(70%)
Deficiente 2(20%) 1(10%) 1(10%)

Grupo A (control n=10) Grupo B (Tx probiéticos n=10), Grupo C (Tx placebo n=10)
Los datos presentan frecuencias y porcentajes. Prueba de Friedman, p >0.05
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Cuadro VII.10. Promedio de UFC/uL de Streptococcus mutans en saliva

por grupo de estudio.

TIEMPO

Grupo A
UFC/ L de P
Streptococcus
mutans Grupo B
Grupo C

9543.50 + 2964.06

8043.00 + 2504.64

9811.25 + 3115.38

Basal 2 meses

8471.00 £ 2516.42

5392.25 + 3034.16

7142.25 + 3668.72

3 meses

9109.00 + 2064.48

7522.75 +1986.62*

7571.13 +2113.76

Grupo A (control n=10) Grupo B (Tx probiéticos n=10) Grupo C (Tx placebo n=10)

Los datos presentan el valor promedio + DE.

Gpo control vs Gpo experimental. ANOVA de medidas repetidas. Prueba Post hoc DHS de Tukey * p<0.05

Cuadro VII.11. Parametros de UFC/ul de Streptococcus mutans en saliva

por grupo de estudio.

TIEMPO
Basal 2 meses 3 meses
Grupo A
Recuento bajo 10(100%) 10(100%) 10(100%)
Recuento alto 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Parametros de
UFC/ul de Grupo B
Streptococcus
mutans en Recuento bajo 9(90%) 9(90%) 8(80%)
i
saliva Recuento alto 1(10%) 1(10%) 2(20%)
Grupo C
Recuento bajo 10(100%) 10(100%) 10(100%)
Recuento alto 0(0%) (0%) 0(0%)

Grupo A (control n=10) Grupo B (Tx probiéticos n=10), Grupo C (Tx placebo n=10)
Los datos presentan frecuencias y porcentajes. Prueba de Friedman, p >0.05
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Cuadro VII.12. Recuento de UFC/hisopo de Lactobacillus en biopelicula dental
por grupo de estudio.

TIEMPO
Basal
UFC /hisopo de Grupo A 176.10 +217.85
Lactobacillus
en biopelicula Grupo B 369.90 + 447.63

dental

Grupo C

106.30 +178.69

2 meses

245,10 +321.36

377.30 +393.98

35.40 +49.85

3 meses

89.50 +109.14

1534.00 +1645.18*

68.80 + 108.504"

Grupo A (control n=10) Grupo B (Tx probiéticos n=10), Grupo C (Tx placebo n=10)

Los datos presentan el valor promedio + DE.

Gpo control vs Gpo experimental. ANOVA de medidas repetidas. Prueba Post hoc DHS de Tukey * p<0.05,
Gpo experimental vs Gpo Placebo. ANOVA de medidas repetidas. Prueba Post hoc DHS de Tukey 'p<0.05,

Cuadro VII.13. Parametros de UFC/ pl de Lactobacillus en biopelicula dental
por grupo de estudio.

TIEMPO
Basal 2 meses 3 meses
Grupo A
Recuento bajo 6(60%) 6(60%) 6(60%)
Recuento alto 4(40%) 4(40%) 4(40%)
UFC /ul de
Lactobacillus en Grupo B
biopetioula Recuento bajo  8(80%) 7(70%) 9(90%)
Recuento alto 2(20%) 3(30%) 1(10%)
Grupo C
Recuento bajo 8(80%) 7(70%) 5(50%)
Recuento alto 2(20%) 3(30%) 5(50%)

Grupo A (control n=10) Grupo B (Tx probiéticos n=10), Grupo C (Tx placebo n=10)
Los datos presentan frecuencias y porcentajes. Prueba de Friedman, p >0.05
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Streptococcus

Comparativo de UFCimicrolitro de Streptococcus mutans en salivano
estimulada entre grupos de estudio durante laterapia con probidticos
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Figura 3. Comparativo de UFC/uL de Streptococcus mutans en saliva no estimulada entre
grupos de estudio durante la terapia con probioticos.
ANOVA de medidas repetidas. Prueba Post hoc DHS de Tukey * p<0.05
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Comparativo de UFClhisopo de Lactobacillus en biopelicula dental entre
grupos de estudio durante la terapia con probidticos
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Figura 4. Comparativo de UFC/hisopo de Lactobacillus en biopelicula dental entre grupos
de estudio durante la terapia con probiéticos

ANOVA de medidas repetidas. Prueba Post hoc DHS de Tukey * p<0.05
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En las siguientes fotografias se observa el cultivo de las muestras de saliva no
estimulada y de biopelicula dental de un paciente del grupo experimental (B),
teniendo una comparacion pre y postintervenciéon donde se puede observar una

sutil disminuciéon de UFC de Streptococcus mutans y un incremento de UFC de

Lactobacillus spp. (Figura 5 -8).

Figura 5. Cultivo inicial de Streptococcus mutans Figura 6. Cultivo final de Streptococcus mutans

Figura 7. Cultivo inicial de Lactobacillus spp. Figura 8. Cultivo final de Lactobacillus spp.
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VIIl. DISCUSION

La caries dental es considerada un problema de salud publica debido a las altas
prevalencias reportadas a nivel mundial.'*> En México, es una enfermedad que
afecta a la poblacion en general y resulta ser alarmantemente frecuente durante la
nifiez, ya que se ha reportado que 95% de los nifios mexicanos menores de seis

afios de edad presentan esta patologia.’®

Segun los ultimos reportes publicados en 2019 por el Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica en Patologias Bucales (SIVEPAB), en preescolares de 2, 3,4y 5
afos de edad el indice ceod encontrado fue de 2.7, 4.3, 4.9 y 4.9 respectivamente,
cifras compatibles con el rango de valores obtenidos en el presente estudio.
Asimismo en nifios y nifias de 6, 7, 8, 9 y 10 afos fue encontrado un indice CPOD
de 4.2, 4.0, 3.6, 3.1 y 3.7 respectivamente, manteniendo un indice cpod promedio

de 3.66 en los grupos de edad de 1 a 10 afios,**®

ratificando de este manera que
la prevalencia de caries en preescolares y escolares mexicanos es elevada y que

continlia en aumento.

Recientemente la aplicacion de diversas estrategias para contrarrestar la
incidencia y prevalencia de la caries dental en México ha ganado mayor interés,
como es el caso de la terapia con probidticos, obteniendo diversos hallazgos como
los del presente estudio, donde se encontré que la ingesta diaria de tabletas con L.
reuteri DSM17938 BioGaia® durante 3 meses no limitdé el desarrollo de nuevas

lesiones cariosas en los grupos de estudio, por el contrario demostré un aumento
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en el indice ceod, aunque no significativamente relevante. Estos hallazgos son
equivalentes a los presentados por Taipale et al. y Hasslof et al. donde tras el
consumo de Lactobacillus rhamnosus SP1 no se produjo una reduccion
significativa de caries dental medida a los 4 y 9 afios de edad.” Sin embargo,
estos resultados contrastan con lo reportado por Vistoso, quien sefialé un control
estadisticamente significativo sobre la incidencia de lesiones cariosas en el grupo
experimental que consumié leche descremada con 10’ UFC/gr de Lactobacillus
rhamnosus LRHO08, y aunque no evit6 totalmente el desarrollo de nuevas lesiones
cariosas; obtuvo un promedio de 14,6% en este grupo contra (24,3%) del grupo
control, donde se encontré que el porcentaje de individuos con nuevas lesiones de
caries fue mayor luego de los 10 meses de seguimiento*’. Con esta comparacion
se observa que a pesar de la ingesta de probiéticos, la multifactoriedad vinculada
a la enfermedad dificulta la efectividad de la terapia, posibilitando el desarrollo de
caries dental. Ademas, cabe destacar que aunque el indice ceod aumentd, este
indicador no puede considerarse como detector y evaluador determinante, ya que
no indica el estado y severidad de las lesiones cariosas, disponiendo de una

sensibilidad y especificidad diferentes en relacion a otros indicadores.

Con relacion a los resultados del indice O’Leary, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas; sin embargo se registré una sutil disminucion en
los valores promedio. Este hallazgo es semejante en un estudio de Villavicencio et
al. en 2013, donde el consumo diario de 200mL de leche suplementada con
probidticos por 5 dias durante 9 meses disminuyo levemente los niveles de

biopelicula dental, aunque de igual modo esta variacion no resultd
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estadisticamente relevante.”” En consecuencia, nuestros resultados podrian
sugerir que la administracion de L. reuteri DSM17938 no deberia descartarse

como medida coadyuvante en el control de la biopelicula dental.

Respecto al flujo salival no estimulado, los resultados evidencian una tasa de flujo
salival adecuada y sin variaciones relevantes >0.3 mL/min en preescolares de 3 a
5 afos de edad. Este efecto coincide con un estudio presentado por Cogulu et al.
en 2010, quienes administraron 100-200 mL de Kefir con varias cepas probiéticas
durante 3 semanas en 104 sujetos de 20 a 27 afios de edad % con esta
comparacién podemos sugerir que el consumo de probiéticos no influye en la

produccion de flujo salival en reposo tanto en nifios como en adultos jovenes.

Similar a lo reportado en otros estudios, el pH salival de la muestra de estudio se
mantuvo constante, sin cambios significativos, resultado concordante al estudio de
Nishihara et al. en 2014, donde se evalué el consumo de comprimidos que
contenian L. salivarius WB21 o L. salivarius Tl 2711 en 64 sujetos durante dos
semanas, hallando un flujo y pH salival sin diferencias significativas.®*’® Mientras
que en un estudio presentado por Srivastava et al. en 2016, se reportdé que el
consumo 100mL de yogurt con cepas probidticas 1 vez al dia durante siete dias
mostré un aumento significativo en el pH salival en comparacion con el yogurt

normal.’®

De esta manera podemos inferir que a pesar de que nuestros resultados
no demuestren variaciones significativas en el pH de la secrecion salival no
estimulada segun el tratamiento aplicado a los grupos de estudio, se ignora si
realmente el consumo de L. reuteri DSM17938 podria influir o no de manera

infalible en el pH, volumen, capacidad Buffer, flior salival u otras caracteristicas

96



salivales. De igual modo se desconoce la influencia de la terapia con probiéticos

sobre perfiles salivales completos en individuos de diferentes grupos de edad.

Asimismo, los resultados de esta investigacion mostraron una disminucion
significativa en la densidad poblacional de Streptococcus mutans. Resultados
similares son reportados por Ashwin et al. en 2015, quienes sefalaron una
reduccion estadisticamente significativa de Streptococcus mutans después de la
ingestion de 1 helado con cepas probidticas una vez al dia durante siete dfas. 2

Aunado a esto, un estudio de Velasco'!’

mostré de igual modo una reduccion
estadisticamente significativa de Streptococcus mutans tras el consumo de 20mL

de yogurt diarios con Bifidobacterium bifidus por 20 dias.

Otro dato del andlisis importante de sefalar consiste en los altos recuentos de
Streptococcus mutans (210° UFC/mL) en saliva que presentaron los sujetos de
nuestro estudio al inicio, durante y al finalizar el tratamiento; resultados
equiparables a los presentados en un estudio por Toiviainen et al.??, donde se
observo que al inicio de la intevencion todos los sujetos del estudio albergaron
Streptococcus mutans en su saliva, ademas la mayoria de estos, tanto del grupo
probiético como del grupo control presentaron recuentos altos de Streptococcus
mutans salival 210° UFC /mL.; valores que se mantuvieron constantes después
del consumo de pastillas con Lactobacillus rhamnosus GG y Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB-12; insinuando un riesgo elevado y latente para el

desarrollo de caries dental.
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Por otra parte, los Lactobacillus spp. mostraron de igual manera un cambio
estadisticamente significativo, y aunque presentaron un aumento de UFC tras la
intervencién, permanecieron dentro de un parametro de recuento bajo. Estos
resultados son similares al estudio presentado por Montalto et al. en 2004, donde
se hall6 que los niveles de Lactobacillus aumentaron significativamente tras la
ingesta de probioticos, tanto en capsulas como en forma liquida, aunque las
poblaciones de Streptococcus mutans no fueron modificadas significativamente.”
Es por ello que el aumento en los recuentos de Lactobacillus puede indicar la
necesidad de monitorizar de cerca la salud dental de los pacientes que se

someten a un tratamiento de probiéticos a largo plazo.'*®

En este sentido los hallazgos del presente estudio sugieren que la administracion
oral del probidtico L. reuteri DSM 17938 no causa modificaciones considerables en
todos los predictores de riesgo relacionados con el desarrollo de caries dental
analizados durante la intervencion, al menos durante su administracién a corto
plazo, no obstante, existe una serie de factores que pueden contribuir o explicar

los resultados parcialmente divergentes.

Dentro de estos factores se ubica la cantidad de cepas o especies empleadas,
puesto que en el presente estudio se utilizd una cepa Unica en lugar de un
conjunto de especies 0 cepas, variante que podria generar un efecto reducido.
Asimismo, el mantenimiento de la viabilidad de UFC de la presentacion
medicamentosa empleada en nuestro estudio, confirmé resultar aceptable y
efectiva, similar a la vida util de otros alimentos funcionales como los productos
lacteos refrigerados. %% Hedayati- Hajikand et al., Campus et al., Holz et al., y
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Dhawan et al., Burton et al. y Cortés et al. reafirman este concepto, ya que
realizaron estudios con resultados similares donde la suplementacion con
probidticos se realizO0 a través de tabletas/pastillas resultando efectiva sobre
determinados predictores de riesgo relacionados con la caries dental y mostrando

cambios estadisticamente significativos, '* 8 8> 8789

El periodo de ingesta también puede correlacionarse con los resultados. En este
contexto nuestros hallazgos pueden ser de interés ya que el periodo de
intervencién establecido a 3 meses obtuvo resultados parcialmente favorables,
semejantes al estudio presentado por Burton et al,®® ademas de mostrar un
intervalo de tiempo mucho mayor que otros estudios recientes; 2898789 gjn
embargo resulta ineludible que una proyeccion a mayor plazo resultaria

conveniente.

Otro factor que pudo haber influido en el sesgo de los resultados es la abstencién
de cambios en los hébitos alimenticios o de higiene oral, ya que a pesar de ser
altamente  determinante, permiti6 evidenciar resultados parcialmente
favorecedores. Estos resultados son similares al estudio presentado por Toiviainen
et al., donde los sujetos participantes debian mantener su cepillado dental normal
y habitos alimenticios tras la ingesta de pastillas con L. rhamnosus GG ATCC
53103 y B. lactis BB-12 DSM15954 durante 4 semanas; donde se observd una
disminucion relevante del indice de biopelicula e inflamacion gingival, sin embargo
no se consiguid una diferencia estadisticamente significativa en la disminucion del

nivel de Streptococcus mutans y Lactobacillus.
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Por dltimo consideramos relevante sefialar que nuestros resultados estan
ineludiblemente asociados a la sensibilidad y especificidad de los indicadores de
riesgo empleados: los indices ceod y O’Leary, cuya sensibilidad y especificidad
oscilan en un 70-90% respectivamente; ademas se vinculan a preescolares sanos,
cuyas préacticas de alimentacién e higiene pueden variar entre los grupos étnicos y
culturales a los que pertenecen, influenciados por factores como la ubicacién
geografica, antecedentes genéticos, raza, costumbres sociales, relaciones

interpersonales o estado socioeconémico.
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IX. CONCLUSIONES

Hipotesis

Considerando los estudios sobre el efecto positivo de la suplementacion con
probioticos en la prevalencia y predictores de riesgo de caries dental en humanos,
suponemos que el consumo del probidtico L. reuteri DSM 17938 BioGaia®,
ayudara a prevenir la caries dental en una poblacién de preescolares, mostrando
un efecto eficiente sobre determinados predictores de riesgo de caries dental,
controlando la experiencia de caries dental, flujo y pH salival no estimulado,
ademas de una disminucién significativa en la presencia de biopelicula dental y
recuento de Streptococcus mutans en saliva y Lactobacillus en biopelicula dental,

en comparacién con los grupos que no reciban dicho tratamiento.

Conclusiones

e Se demostré que el consumo regular a corto plazo del probiético L. reuteri
DSM 17938 BioGaia® es efectivo en el mantenimiento de la salud oral en una
poblacién de preescolares, induciendo efectos de control sobre la biopelicula

dental y disminucion y recuento de UFC de Streptococcus mutans.
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e El indice ceod incrementd después de la intervencion, aunque el estado o

severidad de las lesiones cariosas, no fue determinado.

¢ Nuestros hallazgos sugieren que la ingesta regular a corto plazo de esta cepa
probiotica puede inducir el incremento en el recuento de UFC de Lactobacillus

spp., sin exponer efecto alguno sobre el pH y flujo salival no estimulado.

e Se secunda el uso de la terapia con probidticos a través de la cepa probidtica
L. reuteri DSM 17938 BioGaia® como medida coadyuvante para prevenir el
riesgo asociado a caries dental, ya que se observé puede influir en
determinados predictores de riesgo esenciales en la prevencion de esta

patologia.
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X. LIMITACIONES

Dentro de las limitaciones del presente estudio estriba la dificultad para acceder a
los infantes, ya que los padres o tutores legales suelen objetar su participacion en
este tipo de estudios a pesar de que no existe un riesgo para la salud de los
participantes invitados, asimismo el marco juridico de los Servicios educativos
incorporados al Estado de México es riguroso de modo que la autorizacién y
aprobacion de licencias puede resultar enrevesada. Otro inconveniente fue el
costo del estudio a largo plazo, ya que no permitié un seguimiento y proyeccion
durante un periodo de tiempo mayor ademas de incidir en el tamafio de la

muestra.

Por otra parte, las pruebas diagnosticas para el aislamiento, conteo y tipicacion
del Streptococcus mutans empleadas en nuestro estudio poseen ciertas
limitaciones y pueden resultar dispendiosos. Asimismo, cabe mencionar la
dificultad para evaluar la adherencia al tratamiento de un modo preciso y certero,
ya que durante los dias inhabiles y fines de semana el registro fue realizado por
los padres/tutores de los preescolares, reduciendo asi la fiabilidad de los

resultados
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XI. PERSPECTIVAS

Desde un panorama actual y moderno que engloba los recientes descubrimientos
sobre la metagenomica y el microbioma humano, asi como el empleo de los
altimos avances tecnolégicos en diferentes ciencias de la salud; se ha llegado a
proponer que un mayor conocimiento del complejo sistema microbiano asi como
sus interacciones con el huésped podrian resultar vitales en el entendimiento de
su rol en la salud humana y la enfermedad, siendo el primer paso para el disefio
de estrategias preventivas para combatir multiples enfermedades polimicrobianas

como la caries dental.

Bajo esta perspectiva herramientas diagnésticas y terapéuticas como la terapia
con Probiéticos siguen analizadndose, enunciando resultados prometedores como
método preventivo y coadyuvante en diversas condiciones bucodentales, sin
embargo, a pesar de que esta estrategia es emanada y respaldada por un vasto
marco internacional, debe ser previamente ajustada y acreditada dentro del
entorno mexicano, adoptando un marco reglamentario para su uso, rastreo,

comercializacion y manejo aplicable a cada poblacion en particular.

Ante esta realidad y pese a que los estudios in vitro y clinicos siguen aumentando
dentro todo el pais, la evidencia mostrada hoy en dia sigue siendo insuficiente,
proyectando diversas interrogantes en torno a su empleo. Por ende, existe un

amplio camino por recorrer en esta materia, ya que hoy por hoy, estos hallazgos
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no son idoneos para amparar y recomendar totalmente su uso, manteniendo la

expectativa de resultar una terapia relevante para la poblacion mexicana.

Evidentemente podemos considerar que esta alternativa podria resultar relevante
en un futuro no lejano; inclusive podria incluirse como una estrategia mas de salud
bucal promulgada en el pais, de factible acceso y produccion, implementada en
facultades de Odontologia, instituciones de salud publica y practica privada,
formando parte de una educacién preventiva y eficaz para la poblacion; ya que en
México, los principales retos de la salud oral son mejorar las condiciones bucales
de la poblacion e incrementar la capacidad de respuesta y calidad en los servicios
de salud, buscando consolidar acciones de promocion y prevencion hacia los
grupos mas vulnerables como los infantes, ya que en los Ultimos afios se ha
reportado que la experiencia de enfermedades bucodentales en el entorno

mexicano moderno no dejar de ser alta.

Sin lugar a dudas, esta terapia vislumbra un papel prometedor en la prevencion de
patologias bucales como la caries dental, por consiguiente, no puede resultar
inadvertida, visualizandose como un enfoque novedoso y trascendente para las
Ciencias Odontologicas, particularmente la Odontopediatria, ganando cada dia

mayor interés y un solido respaldo cientifico.
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XII.PROPUESTAS

Existen diversas condiciones inherentes que podrian ser consideradas para
subsiguientes estudios, surgiendo asi nuevas sendas de investigacion, por
ejemplo, el empleo de otra especie o cepa probiotica o inclusive la conjugacion de
éstas podria resultar fructifera en vista de que la caries dental es una enfermedad
polimicrobiana, por lo tanto el uso de una sola especie o cepa podria lograr un
efecto reducido, ademas, la vastedad de especies probidticas permite un amplio
sesgo de posibilidades terapéuticas. De igual modo, teniendo en cuenta los
resultados obtenidos, podria considerarse la modificacion del vehiculo,
presentacion medicinal o comercial, asi como un aumento en la concentracién de
UFC, que podria traducirse en un progreso de los resultados actualmente

promisorios.

Asimismo, la terapia con probioticos podria aplicarse a grupos étnicos, de edad o
ubicacién geogréafica diferentes, recordando siempre las pautas principales en

torno a su empleo.

Incluso junto con la participacion y colaboracion de organizaciones nacionales
publicas y privadas, podrian financiarse ensayos clinicos controlados de mayor
escala y duracidn que permitan obtener evidencia sistematica mas precisa,
ayudando a esclarecer la eficacia y funcionamiento de esta terapia. Igualmente,

cabe sefalar que el estudiante-investigador puede participar y hacer uso de becas
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de apoyo complementario a través de diversas instituciones como la UNAM,
COMECYT y CONACYT en caso de no contar con las herramientas necesarias

para la realizacion de trabajos de investigacion como el presente estudio.

También puede ser posible la integracion de mejoras en los habitos de dieta e
higiene oral durante el tratamiento con cepas probidticas, ya que algunos estudios
sugieren un aumento en la efectividad de la terapia con probiéticos cuando se
aplica de manera simultanea con agentes quimioprofilacticos o cambios en la

alimentacion.

Por ultimo, el empleo de otros indicadores de riesgo con mayor sensibilidad y
especificidad como el ICDAS, y la adicién o aplicacion de modernas herramientas
metagendmicas como la prueba PCR o la secuenciacién de ADN o ARNr lograria
obtener perfiles bioquimicos de Streptococcus mutans mas detallados y puntuales,

adjudicando mayor profundidad y rigor cientifico a los resultados.

Por lo tanto, se exhorta a realizar mas investigaciones a nivel nacional, tomando
en cuenta las propuestas anteriormente mencionadas, ya que existe un arduo
camino por recorrer en esta materia, demandando mayor investigacion clinica que
permita respaldar o refutar completamente su recomendacién y uso con toda
seguridad, para que resultados como los del presente estudio y de futuras
intervenciones sean Uutiles y permitan dilucidar la aplicacion de la terapia con
probioticos como medida innovadora para la prevencién de caries dental en la

poblacion mexicana.
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XIV. ANEXOS

XIV.1 Consentimiento informado No. 1

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

Especializacion en Estomatologia del Nifio y del Adolescente

CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION

Yo como tutor legal de

hago constar
gue con fecha permito a la Dra. Angulo Mufioz

Janet Stephanie, con Cédula Profesional 09145997, para que realice una valoracion
del estado de salud bucal de mi hijo.

Entiendo que la revision dental se llevara a cabo en el Jardin de Nifios

bajo la supervisibn y autorizacion de las autoridades

institucionales pertinentes, por lo que una vez leida esta forma, AUTORIZO y ACEPTO

gue la Dra. realice los procedimientos necesarios para su revision.

AUTORIZACION Del padre o tutor: Si No

NOMBRE Y FIRMA DEL PADRE O TUTOR

Nombre y firma
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BENEFICIOS DE
PARTICIPAR

¢+ Deteccion del nivel de riesgo
o padecer canes gue fiene tu
hijo.

* [ntervencion completamenis
grafis. no generara  ningun
costo para fi..

» EKit de higiens dental

1a

.DUDAS?....

ESPECIALIZACION EM
ESTOMATOLOGIA DEL NINO ¥ DEL
ADOLESCENTE

C.D. JANET ANGULO M.

Teléfono: 55 36 B0 61 53
Esias interesado®
Jjargulomuncei@gmail.com
e

UNIVERSIDAD NACIOMNAL
AUTONOMA DE MEXICOD

Efectividad de un
probistico en la

prevencion de caries

dental

e P

[eruouy efloH "oAlrewsojul 0ondil Z'AIX



44"

FELICIDADES! TU HIJO ESTA LIBRE DE CARIES!!

-

iSARIAS QUE?

La caries s una de las enfermeda-
des con mayor prevalencia en el
mundo?

Fn paises romn Maxica |a —aries
afecta a alrededor del 35% de los
nifios menores de ocho afios de
edad y al 39% de los adultos

REPERCUSIONES DE LA CARIES
DENTAL EN TU HIJO (A)

+ Dolores dentales constantes

* [nfecciones bucales

* Sangrado de encias

+ |nfeccicnes de vias respiratorias y gastroin-
testinales frecusntes

&  Aumento de sensibilidad

* Bajo peso

»  Ausencia escolar

Existen diversas formas de prevenir la aparicion
de caries:

-

+ Flaor

» Cepillado, uso de hile dental v enjuagues

* Reducir consumo de alimentos azucarados

: Otra alternativa actual y sencilla es la
Terapia con probidtices. Los probidt-

cos bucales han demostrado acciones
benéficas en |z prevencién de la caries dental,
existiendo dwversos estudios en todo el mundo

acerca de su uso.

INVITACION AL ESTUDIO

Una toma diaria de la tableta mast-
cable de Biogaia®™ con L reuteri DSM
17938 durante 3 meses, misma gue
sera proporcienard al llegar a la es-
cuela.

3 Revisiones de placa demtobacteria-
na y 3 muestras de saliva al nicio,
durante y fimalzar el consumo del
probiotico.

ESTAS INTERESADO?

El mejor regalo que le puedes
dar a tu hijo es la prevencian,
aprovecha esta oportunidad!!!

Ayuda a tu hijo a seguir siendo
parte de ese pequeio grupa de
ninos “libres de caries™ 1!

eSlanay eloH "oalrewlojul oondiil z'AIX



XIV.3 Consentimiento informado No. 2

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION

TITULO: Efectividad de un probi6tico con L. reuteri DSM 17938 en la prevencién de caries en una
poblacién de nifios preescolares. Estudio piloto

INVESTIGADOR: Dra. Angulo Mufioz Janet Stephanie

INSTITUCION: Universidad Nacional Autbnoma de México. Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza

INTRODUCCION

Este formulario de consentimiento informado tiene la finalidad de ayudarle a tomar la decision de
participar (o permitir participar a su hijo/hija, familiar o representado) en el estudio de investigacién.
Toémese su tiempo, lea este formulario minuciosamente y discuta cualquier inquietud que usted
tenga con el investigador principal a cargo del estudio o0 a algiin miembro de su personal, para
asegurarse de que entienda los procedimientos del estudio, incluyendo los riesgos y beneficios.

PROPOSITO DEL ESTUDIO

El propésito de este estudio es determinar/evaluar la efectividad del probiotico L. reuteri DSM
17938 BioGaia® en la prevencion de caries en una poblacion de nifios preescolares.

PARTICIPANTES DEL ESTUDIO

El estudio es completamente voluntario. Usted puede participar o abandonar el estudio en
cualquier momento sin ser penalizado ni perder los beneficios. EI motivo por el cual su hijo(a) o
representado legal ha sido elegido es porque se encuentra libre de caries y presenta conducta
cooperadora, motivos principales que hacen idénea su participacion.

PROCEDIMIENTOS

Al participar en este estudio, usted esta de acuerdo en la administracion de una tableta diaria del
probiético L. reuteri DSM 17938 BioGaia® durante tres meses, asi como a los siguientes
procedimientos a los que sera sometido su hijo(a), familiar o representado legal: revisién dental,
identificacién de biopelicula dental y recoleccién de muestra salival y de biopelicula dental

al inicio, durante y al finalizar el tratamiento.

RIESGOS O INCOMODIDADES

No existe ningun riesgo o incomodidad asociado a las revisiones y procedimientos; son indoloros y
rapidos de realizar. EI consumo de probiéticos no representa riesgo agregado para la salud, pero
podria presentarse alergia a alguno de los componentes.

BENEFICIOS

Debe quedar claro que usted no recibird ningln beneficio econémico por participar en este estudio.
Su participacion es para contribucion para el desarrollo de la ciencia y el conocimiento, y solo con
la contribucion solidaria de muchas personas como usted serd posible comprender mejor los
efectos de los probioticos como una medida de prevencion de caries, misma que podria resultar
beneficiosa para futuras generaciones.
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PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

La informacién personal que usted dara a nuestros investigadores en este estudio permanecera
secreto y no sera proporcionada a ninguna persona diferente a usted bajo ninguna circunstancia.
Los resultados de esta investigacion pueden ser publicados en revistas cientificas o ser
presentados en reuniones cientificas, pero la identidad de su hijo(a) no sera divulgada o revelada,
tomandose todas las medidas necesarias para proteger la confidencialidad de sus datos clinicos y
experimentales.

DERECHO A RETIRARSE DEL ESTUDIO DE LA INVESTIGACION

Usted puede retirarse del estudio en cualquier momento. Sin embargo, los datos obtenidos hasta
ese momento seguiran formando parte del estudio. Usted podra rehusarse de participar o retirar a
su hijo/hija, familiar o representado de la investigacion en cualquier momento sin ser obligado(a) a
dar razones y sin que esto perjudique su calidad de paciente o usuario(a). Debera informar al
investigador responsable al momento de su retiro.

ESTUDIOS FUTUROS

Nuestros planes de investigacion aparecen resumidos en el formato de consentimiento. Como se
menciond anteriormente, los resultados podran ser publicados en revistas de literatura cientifica
garantizando que la identificacién de los participantes no aparecerd en estas publicaciones. Es
posible que en el futuro los resultados de su evaluacion sean utilizadas para otras investigaciones
cuyos objetivos y propdsitos no aparecen especificados en el formato de consentimiento que usted
firmara. Si esto llega a suceder, toda su informacién sera entregada de manera codificada para
garantizar que no se revelara su nombre, es decir, su identificacion no saldra fuera de la base de
datos de nuestro proyecto de investigacion.

CONSENTIMIENTO

Al firmar a continuacion acepto que: 1) He leido este formulario de consentimiento, 2) Se me ha
explicado los riesgos y beneficios de este estudio, 3) Firmo este documento voluntariamente, sin
ser forzado a hacerlo y 4) Estoy de acuerdo en autorizar que la informacién de los resultados de mi
representado legal o hijo sea utilizada en otras investigaciones en el futuro.

Fecha:

Nombre del participante:

Nombre y firma del padre, madre o tutor legal del menor de edad:

Firma del investigador principal/ o profesional responsable:
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5

Q,e , XIV.4 Ficha de datos generales y cuestionario base

e

opgies

F E S FES ZARAGOZA
ZARAGOZA
UNAM

Ficha de datos generales

1.- Nombre

2.- Grupo

3.- Femenino Masculino

4 .- Edad

Cuestionario

5.- ¢A los cuantos afios comenzo a llevar a cabo el cepillado dental de su hijo(a)?

6.- ¢ Cuantas veces al dia cepilla los dientes de su hijo(a)?

7.- ¢, Su hijo(a) es alérgico a algun medicamento, alimento o sustancia?

8.- ¢ Su hijo(a) presenta alguna enfermedad sistémica?

9.- ¢Su hijo (a) consume con frecuencia algin antibiético? Si es asi, cuantas
veces al afio?

10.- ¢Su hijo(a) consume con frecuencia productos lacteos o algun otro tipo de
probiotico? Si es asi, cuantas veces a la semana?

11.- ¢Su hijo(a) consume algun antiséptico oral o coadyuvante de salud oral? Si
es asi, cuantas veces a la semana?

Nombre y firma del padre o tutor
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XIV.5 Administracion de BioGaia® y registro de observaciones

Alumno:

1.Mes1

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Observaciones

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

2. Mes 2

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Observaciones

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

3. Mes 3

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia b Dia 6 Dia 7 Observaciones

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4
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