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RESUMEN

Delia Isabel Armendariz Arias

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Facultad de Odontologia

Maestria en Ciencias Odontologicas con Orientacion en Odontopediatria

Titulo del estudio: Impacto de Lactobacillus casei Shirota en el desarrollo de
Streptococcus mutans en pacientes con aparatologia ortodontica.

Paginas: 67

Introduccion: La flora microbiana de la boca contiene una amplia variedad de especies
bacterianas; condiciones ambientales tales como temperatura, salinidad, oxigeno,
nutrientes y pH, tienen un impacto en el ecosistema y contribuyen a la composicion de
especies en el biofilm. Streptococcus mutans es una bacteria eficiente para sintetizar
glucanos extracelulares, factor de virulencia clave que contribuye a la patogénesis de la
caries dental. La estimacion de los niveles de S. mutans puede ser util para la evaluacion
de riesgo de caries en los pacientes y para el seguimiento de su respuesta a las medidas
preventivas. Se ha demostrado que el equilibrio entre las bacterias benéficas y patdgenas
es esencial para mantener la salud oral. El probidtico utilizado fué Lactobacillus casei
Shirota, se encuentra en la bebida de leche fermentada del Yakult. Cada envase contiene
80 mL con un minimo de 10° UFC/mL viables. Proposito: Determinar el efecto del
consumo de la bebida probidtica sobre el desarrollo de Streptococcus mutans en pacientes
con tratamiento ortodontico. Materiales y Métodos: Se crearon 2 grupos de estudio, con
20 pacientes de entre 4 y 18 afos con aparatologia ortoddntica que acuden al Posgrado de
Odontopediatria de la Universidad Autébnoma de Nuevo Leon (UANL), cada grupo
consta de 10 pacientes, la muestra se cultivd en un medio de cultivo selectivo, Agar Mitis
Salivarius Bacitracina (MSB, BD Difco) y el resultado se obtuvo obteniendo la
concentracion celular por mL. Resultados: La concentracion de S. mutans por mililitro,
mostr6 una mayor concentracion de células el dia 3 con 212.89x10%ml con una
desviacion estandar de +368.10, sin embargo, en el resto de los dias (4, 5, 6 y 7) los
valores fueron inferiores a 91.82x10° (+242.95) células/mL. En cuanto al pH, el mas
bajo correspondio al dia 3 con un valor de 6 (+1.51), el cual se adjudica a un paciente en
particular que manifestd durante los primeros tres dias un pH muy acido de 4.0 a 5.5
(grupo control). Conclusién: Los resultados obtenidos no muestran relacion con los
trabajos previamente ralizados con productos probioticos, solo en un paciente del grupo
experimental se observo disminucidn en su valor de concentracion celular.

Director de Tesis: PhD, Miryam Angélica de la Garza Ramos
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Area de estudio: Odontopediatria
Palabras clave: S. mutans, L. casei Shirota, aparatos ortodonticos

ABSTRACT

Study title: Lactobacillus casei Shirota impact on the development of Streptococcus

mutans in patients with orthodontic appliances

Pages: 67
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Introduction: The microbial flora of the mouth is very complex, containing a wide
variety of bacterial species. Environmental conditions such as temperature, salinity,
oxygen, nutrients and pH, have an impact on the ecosystem and contribute to the
composition of species in the biofilm. Streptococcus mutans is a gram positive bacteria
found in the oral cavity, it is efficient to synthesize extracellular glucans key factor that
contributes to the pathogenesis of dental caries in humans virulence. The estimation of
the levels of S. mutans can be useful for assessing caries risk in patients and to monitor
their response to preventive measures. It has been shown that the balance between
beneficial and pathogenic bacteria is crucial in order to maintain oral health. Therefore,
the oral cavity has been suggested as relevant target for the use of probiotics site given its
antimicrobial properties. The probiotic used for this study was Lactobacillus casei
Shirota, a lactic acid bacteria founded in the fermented milk drink Yakult. Each bottle
contains 80 mL of Yakult with at least 10 CFU/ mL viable L. casei Shirota. Purpose:
Determine the effect of consumption of probiotic drink on the development of
Streptococcus mutans in patients with orthodontic treatment. Material and Methods: 2
study groups with 12 patients between 4 and 18 years with orthodontic appliances, the
experimental group consists of 7 patients taking probiotic drink (Yakult) plus
toothbrushing with 2 doses daily saliva, one in the morning on rising and after the seizure
of Yakult after meals and before brushing. The control group consisted of 5 patients
where only a test of saliva was taken daily to get up before toothbrushing. The sample
was cultured in a selective medium, Bacitracin mitis salivarius agar (MSB, BD Difco)

and the result was obtained by obtaining cellular mL concentration.

Results: The concentration of S. mutans per milliliter showed a greater concentration of
cells on day 3 with 212.89x108 / ml with a standard deviation of +368.10 , however, on
other days (4, 5, 6 and 7) values were lower than 91.82x108 ( +242.95 ) cells / mL . As
to pH , the lowest corresponded to day 3 with a value of 6 ( +1.51 ), which in a particular
patient expressed during the first three days very acidic pH of 4.0 to 5.5 (control group)
awarded . Conclusion: The results show no relation to the previously ralizados work with
probiotic products, only one patient in the experimental group was observed decrease in

value of cell concentration.
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Director of Thesis: PhD, Myriam Angélica de la Garza Ramos

Area of Study: Pediatric Dentistry
Keywords. S. mutans, L. casei Shirota, orthodontic appliances

1. INTRODUCCION:

La flora microbiana de la boca es muy compleja, contiene una amplia variedad de

especies bacterianas. Los tipos mas comunes de enfermedad oral son la caries y la
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enfermedad periodontal, ambas relacionadas con la placa dental y ocuren cuando se altera

el equilibrio de la cavidad oral conteniendo la flora normal.

Las condiciones ambientales como temperatura, salinidad, oxigeno, nutrientes y pH,
tienen un impacto en el ecosistema y contribuyen a la composicion de especies en el

biofilm.

Streptococcus mutans es una bacteria gram positiva que se encuentra en cavidad oral, es
eficiente para sintetizar glucanos extracelulares, que es el factor de virulencia clave que
contribuye a la patogénesis de la caries dental en los seres humanos. La estimacion de los
niveles de S. mutans puede ser util para la evaluacion de riesgo de caries en los pacientes

y para el seguimiento de su respuesta a las medidas preventivas.

Otro factor etiologico importante a consider es el pH acido o basico y la capacidad de
amortiguacion que estabiliza el pH salival. En otras palabras, si aumenta la capacidad
buffer, el pH de la boca fluctia menos. Cuando el pH de la boca disminuye (o se
convierte en acido), bacterias cariogénicas prosperan, por lo que el biofilm saludable

puede transformarse en biofilm cariogénico.

En pacientes con aparatologia ortodontica las areas de retencion de los alimentos y la
acumulacion de la placa se incrementan dramdticamente y esto se transformara en un
sustrato como fuente de carbono principalmente, que generard cambios en la flora
microbiana, cambios en la capacidad buffer, acidez en el pH y el flujo salival tambien se

ve alterado.

Investigaciones actuales han demostrado que el equilibrio entre las bacterias benéficas y
patdgenas es esencial con el fin de mantener la salud oral. Por lo tanto, la cavidad bucal
ha sido el sitio sugerido recientemente como un objetivo relevante para aplicaciones

probioticas.

La definicion de mas aceptada de probioticos los define como “microorganismos vivos,
que si se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio de salud al
huésped".

El probidtico utilizado para este estudio fué Lactobacillus casei Shirota, una bacteria
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acido lactica que se encuentra en la bebida de leche fermentada del Yakult. Se considera
un probidtico debido a su capacidad para modular la composicion y la actividad
metabolica de la flora intestinal, asi como para mejorar el sistema inmunologico humano
sano. Cada envase de Yakult contiene 10° UFC/mL viables de Lactobacillus casei

Shirota.

2. HIPOTESIS:

H,: La presencia Lactobacillus casei Shirota en la cavidad bucal disminuye el desarrollo
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o aparicion de S. mutas y mantienen el pH estable en pacientes con aparatologia

ortodontica.

H,: La presencia de Lactobacillus casei Shirota en la cavidad bucal no disminuye el
desarrollo o aparicion de S. mutas y no mantiene el pH estable en pacientes con

aparatologia ortoddntica.

3. OBJETIVOS:
Objetivo general:
Determinar la presencia de Streptococcus mutans en pacientes de 4 a 18 afios de edad

que acudieron al Posgrado de Odontopediatria de la FO de la UANL con tratamiento
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ortodontico, mediante el consumo de una bebida probidtica que contiene

Lactobacillus casei Shirota (Yakult).

Objetivos especificos:
1: Evaluar durante 7 dias los cambios en el desarrollo del S. mutans en saliva de
pacientes con aparatologia ortodontica que consumen la bebida probidtica (grupo

experimental).

2: Evaluar durante 7 dias los cambios en el desarrollo del S. mutans en saliva de
pacientes con aparatologia ortodontica que no consumen la bebida (grupo

control).

3: Comparar el desarrollo de S. mutans del grupo experimental y con el grupo

control.

4: Evaluar el pH salival matutino en ambos grupos durante 7 dias

Especificaciones del estudio:

1: Abierto: por no tener una caracteristica metodologica determinada.

2: Longitudinal: porque existe un lapso de tiempo entre las distintas variables, de
forma que puede establecerse una secuencia temporal entre ellas.

3: Prospectivo: porque los pacientes son incluidos a partir del momento en que se
decide su comienzo.

4: Comparativo: por la comparacion de las variables del grupo experimental y
grupo control.
5: Experimental: estudio prospectivo, en los que se va a valorar el efecto de una o

varias intervenciones.

ANTECEDENTES:
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El término probiotico se deriva del griego, que significa "en pro de la vida" (Reid G et

al., 2003).

La teoria o hipotesis de que ciertas bacterias pueden tener efectos benéficos sobre la salud
fue presentado a principios de 1900 por el premio Nobel Elie Metchnikof, inmunélogo
ruso (Bonifait L et al., 2009), Afirm6 que el consumo de productos lacteos fermentados
llevo a la salud y la longevidad de los campesinos bulgaros. Por otra parte, sefiald que las
bacterias lacticas contenidas en el yogur fueron capaces de proteger al intestino de los
efectos destructivos de otras bacterias patdogenas (Abbas Ali et al., 2013).

La idea era que las bacterias en los productos fermentados compitieron con los

microorganismos que son perjudiciales para la salud (Sullivan and Nord, 2002).

Lilly y Stillwell fueron los primeros en utilizar el término "probidticos" en 1965, lo
utilizaron para describir aquellas sustancias secretadas por un microorganismo que
estimula el crecimiento de otro, en contraposicion al término antibidtico, entendido como
cualquier compuesto quimico utilizado para eliminar o inhibir el crecimiento de
organismos infecciosos. Sin embargo el concepto no era totalmente correcto.
Posteriormente Parker definid a los probidticos como microorganismos y sustancias que
contribuyen al equilibrio microbiano intestinal. En 1989, Fuller intentd6 mejorar la
definicion hecha por Parker, y defini6 “probidtico” como cualquier suplemento
alimenticio vivo que beneficia al huésped mediante la mejora de su equilibrio microbiano
intestinal. Desde entonces, la definicion de probiotico ha evolucionado (Sugumari et al.,

2012; Amores et al., 2004).

La definicion de "probidticos" adoptada por la Asociacion Cientifica Internacional, la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y la Organizaciéon de las Naciones Unidas
(ONU) para la Agricultura y la Alimentacién los menciona como “microorganismos
vivos, que si se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio de salud al
huésped" (Li-Chuan et al., 2011). Esta es la definicion que se debe utilizar, y no
referirnos a ellos como agentes bioterapéuticos (Reid et al., 2003).

Los prebiodticos se definen generalmente como ingredientes alimentarios que afectan

benéficamente al huésped mediante la estimulacién selectiva del crecimiento y / o
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actividad de una o un nimero limitado de especies bacterianas ya establecidos en el
colon, y por lo tanto mejorar la salud del huésped (WHO 2002).

Los simbidticos se definen como mezclas de probidticos y prebidticos que afectan
benéficamente al huésped mediante la mejora de la supervivencia y la implantacion de
los suplementos alimenticios microbianos vivos en el tracto gastrointestinal del huésped

(Sugumari et al., 2012).

Durante las tltimas dos décadas (promocion de la salud) los microorganismos probidticos
se han incluido cada vez mas en diversos tipos de productos alimenticios, especialmente

en leches fermentadas (Saarela M et al., 2000).

Entre los beneficios a la salud que se han reportado se encuentran: a) Equilibrio en la
flora intestinal, b) Prevencion y tratamiento de la diarrea, efectos sobre el estrefiimiento
leve, mejorar la digestion de la lactosa en los pacientes con intolerancia a ésta, c)
Reduccion de actividad de enzimas pro-cancerigenas, Inmunoestimulador, tratamiento de
gastritis y ulceras, se han reportado estudios para la prevencion y tratamiento de
infecciones urinarias, reduccion del colesterol, d) Infecciones respiratorias, otitis media y

caries entre otros (Amores et al., 2004).

Para ser llamado un probidtico, una 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.

Ademéds, estudios tanto in vitro como in vivo deben llevarse a cabo pruebas e
investigaciones para demostrar el mecanismo de accion de los probidticos, de tal manera

que se pueda predecir su aplicacion y efectos secundarios potenciales.

La FAO y la OMS han recomendado que las cepas bacterianas probioticas se caracterizan
por su espectro de resistencia a los antibidticos, sus actividades metabolicas y
hemoliticas, su capacidad de producir toxinas, su poder infeccioso en modelos animales
inmunosuprimidos y sus efectos secundarios en los seres humanos.

Los probidticos que se han caracterizado deben pasar ensayos clinicos aleatorios. Los
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resultados de estos estudios deberan demostrar una mejoria en la salud de los

participantes y su calidad de vida (Bonifait et al., 2009).

El efecto protector de los probidticos se realiza mediante 2 mecanismos: el antagonismo
que impide la multiplicacion de los patéogenos y la producciéon de toxinas que
imposibilitan su accion patogénica. Este antagonismo estd dado por la competencia por
los nutrientes o los sitios de adhesion.

Mediante la inmunomodulacion protegen al huésped de las infecciones, induciendo a un
aumento de la produccidon de inmunoglobulinas, aumento de la activacion de las células

mononucleares y de los linfocitos (Cagigas and Blanco, 2002).

Entre los microorganismos comunmente empleados como probioticos se encuentran las
bacterias acido lacticas, que agrupan una gran cantidad de géneros que incluyen un
considerable numero de especies. Las cepas utilizadas generalmente pertenecen a

especies de los géneros Lactobacillus, Enterococcus y Bifidobacterium (Amores et al.,

2004)

Tabla 1. Microorganismos catalogados como probidticos
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Microorganismos usados como probioticos

Lactobacillus Bifidobacterium | Lactococcus | Streptococcus | Enterococcus | Bacillus Otras

spp. spp. spp. spp. spp. spp. especies
L.acidophilus B. bifidum L. lactis S. thermophilus E. faecium E. faecium Saccharomyces
L. lactis B. longum L. cremoris S. lactis E. faecalis E. faecalis cerevisiae

L. bulgaricus B. infantis L. diacetylactis Saccharomyces
L. rhamnosus GG | B. breve boulardii

L. casei B. Lactis Leuconostoc

L. kefir B. adolescentis spp.

L. brevis

L. reuteri

L. helveticus
L.plantarum
L.johnsonii

L. salivarius

4.1 PROPIEDADES DE LOS PROBIOTICOS EN CAVIDAD BUCAL:

Las propiedades de los probidticos que se han encontrado a nivel bucal podrian ser:

* Unidn a la superficie dental

* La produccion de sustancias antimicrobianas contra los patdgenos orales

(produccion de peroxido de hidrogeno)

» Alteracion del medio ambiente (modulacion del pH y / o el potencial de

oxidacion-reduccion, que pone en peligro la capacidad de los patégenos a que se

establezcan.)

* Reduccion de la respuesta inflamatoria (inmunomodulacion), (Twetman, 2012;

Bonifait, 2009).

4.2 MALOCLUSION
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La maloclusion es uno de los problemas dentales mas comunes, durante las ultimas tres
décadas ha habido un aumento general en la preocupacion de la gente con la estética
personal y su conciencia de la maloclusion, lo que ha dado lugar a un notable aumento de
la demanda de un tratamiento de ortodoncia. Las maloclusiones son la 3a causa mas

comun de la cavidad oral (Lara-Carrillo et al., 2010).

La maloclusién se define como una irregularidad de los dientes o de una posicion
incorrecta de los arcos dentales que se encuentran fuera del rango ideal. Ademas de esta
irregularidad de los dientes o los maxilares, una maloclusién puede causar problemas
periodontales, alteraciones de la funcidén oral, como la masticacion, la deglucion y el
habla y problemas psicosociales relacionados con la estética dentofacial (Ruhi et al.,

2012).

4.3 APARATOS ORTODONTICOS

La Ortodoncia provoca cambios dentales y/o ortopédicos mediante la aplicacion de
fuerzas, esta misma aplicada sobre un cuerpo origina una potencia de la misma magnitud
y trayectoria, pero en sentido contrario (Accidn - reaccion) para responder a esta ley de la
dindmica, dentro de la aparatologia Ortoddntica tendremos en cuenta la existencia de
elementos retentivos que se oponen a elementos activos (Generadores de Fuerza). Los

aparatos pueden ser removibles o fijos.

Por la alta incidencia de pacientes que requieren este tratamiento, es de suma importancia
encaminar de manera preventiva las consecuencias que pudieran tener, entre gingivitis,
caries dental, periodontitis ya que la retencion de la placa dentobacteriana al aparato
aunado a un cepillado deficiente, nos habla de factores de riesgo para el paciente.
Ademas, el complejo disefo de bandas y brackets de ortodoncia puede crear un ambiente

ecoldgico que facilita la creacion y el crecimiento de las cepas de S. mutans.
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La formacion de una lesion de mancha blanca puede ser visto como un desequilibrio
entre la pérdida de mineral y ganancia mineral. Tambien se han observado cambios en la

capacidad buffer, acides del pH y el flujo saliva (Carrillo et al., 2010).

A partir de los primeros instantes posteriores a la cementacion de los dispositivos, las
areas para la retencion de los alimentos y la acumulacion de la placa se incrementan
dramaticamente, la placa bacteriana que no sea removidas adecuadamente, se convertiran

en un sustrato que generara cambios cuantitativos en la flora microbiana (Marin, 2007).

4.4 CARIES DENTAL:

La caries dental es considerada un problema de salud publica a nivel mundial debido a su
alta prevalencia y el impacto social significativo. La OMS reporta un porcentaje de entre
60 a 90% de niflos en edad escolar en todo el mundo tienen caries, siendo mas prevalente
en paises asiaticos y latinoamericanos debido a factores dietéticos y ambientales (Lonim

etal., 2013).

La flora microbiana de la boca es muy compleja, contiene una amplia variedad de
especies bacterianas. Los tipos mas comunes de enfermedad oral son la caries y la
enfermedad periodontal, ambos relacionados con la placa dental y parecen ocurrir cuando

se altera el equilibrio normal entre los microorganismos y el anfitrion de alguna manera

(Hardie, 1992).

El entorno de la cavidad oral se transforma constantemente con la edad, y por lo tanto la
flora oral, cambia también, en la vida intrauterina se encuentra en un ambiente libre de
bacterias, y la primera colonizacion es por el canal de parto, (Struzycka, 2014). Durante
los 2 primeros meses de vida las bacterias colonizan solo las superficies mucosas, y con
la erupcion de los dientes deciduos, estas superficies se colonizan, los factores

cambiantes como alimentacion, la erupcion de los dientes permanentes, extracciones,
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caries, obturaciones, protesis dentales y, a veces ser edentulo, pueden afectar el
ecosistema de la flora oral (Tweman et al., 2000). Pueden observarse cambios en la
estabilidad también por la dieta, la variabilidad en el flujo salival, o el uso a largo plazo

de antibioticos (Sheiham, 2001; Nasidze et al., 2009).

Las condiciones ambientales como temperatura, salinidad, oxigeno, nutrientes y pH
tienen un impacto en el ecosistema y contribuyen a la composicién de especies en el
biofilm (Takahashi and Nyvad, 2011).

La placa dental es una comunidad permanente compleja, y la presencia de un gran
namero con la presencia de un gran nimero de especies autdctonas sin correlacion con
caries o enfermedad periodontal. Es el balance entre estas especies, caracteristicas
anatomicas del diente, la dieta, la higiene que cuando se desequilibra nos lleva a una

enfermedad (Liljemark and Bloomquist, 1996).

La caries dental se asocia generalmente con un mayor niimero de S. mutans y lactobacilos

en los sitios de la enfermedad (Hardie, 1992).

En un estudio realizado por Rosenbloom y Tinanoff en 1991, se evaluaron los niveles de
S. mutas en saliva en pacientes antes, durante y después del tratamiento ortodontico, en
donde como resultado obtuvo que los niveles de esta bacteria aumentan
considerablemente durante el tratamiento activo ortodontico (Rosenbloom, Tinanoff,

1991).

Cephas y colaboradores en el 2011, observaron la diversidad en la composicién
bacteriana en saliva entre adultos y nifios, predominando en pacientes jovenes el S.
mutas. Los Streptococcus son los principales agentes causantes de la formacion de placa;

y el S. mutas es el agente etioldgico principal en la placa dental y caries.

S. mutas es una bacteria gram positiva que se encuentra en cavidad oral, es eficiente para
sintetizar glucanos extracelulares, que es el factor de virulencia clave que contribuye a la

patogénesis de la caries dental en los seres humanos (Salehi et al., 2014). Es el
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organismo cariogénico llave de acuerdo con la "hipotesis de la placa especifica" y se ha
realizado una cantidad considerable de investigacion sobre el papel de este organismo en
la causa de la caries y como un factor de riesgo alto. (Holbrook and Magnusdéttir, 2012).
Estos patdgenos productores de éacido causan el dafio mediante la disolucion de las
estructuras del diente en presencia de hidratos de carbono fermentables tales como
sacarosa, fructosa y glucosa (Hakan et al., 2013).

La estimacion de los niveles salivares de estos organismos como S. mutans puede ser util
para la evaluacion de riesgo de caries en los pacientes y para el seguimiento de su

respuesta a las medidas preventivas (Hardie, 1992).

En un estudio realizado por Lara-Carrillo y su equipo (2010), se trabajo con 34
pacientes de 16.2 + 3.4 afios de edad en la Clinica de Ortodéncia de la Universidad
Autondma de Mexico (UAM), Aqui se observaron cambios en las Unidades Formadoras

de Colonias (UFC) de S. mutans en pacientes con aparatologia ortodontica. Antes del

tratamiento 14/34 tenian valores altos (>105) UFC/mL); y después de 1 mes de la

cementacion de bandas, 16/34 mostraron valores altos.

4.5 PROBIOTICOS EN CARIES DENTAL:

Investigaciones actuales han demostrado que el equilibrio entre las bacterias benéficas y
aquellas patdgenas, resulta esencial con el fin de mantener la salud oral. Por lo tanto, la
cavidad bucal ha sido el sitio sugerido recientemente como un objetivo relevante para

aplicar las propiedades de los probioticos (Bizzini et al., 2012).

Varios estudios clinicos han demostrado que el consumo regular de yogur, leche o queso
que contienen prebiodticos, condujeron a una disminucién en el nimero de estreptococos
cariogénicos en la saliva y, asi como también una reduccion en placa dental.

Nikawa y col., reportaron que el consumo de yogurt que contiene Lactobacillus reuteri
durante un periodo de 2 semanas, redujo la concentracion de S. mutans en la saliva hasta
en un 80%. Se obtuvieron resultados comparables mediante la incorporacion de los

probioticos en la goma de mascar o pastillas (Bonifait et al., 2009).
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En un estudio realizado por Nése L y col., con el consumo de Lactobacillus rhamnosus
LGG por 7 meses en 694 nifios de 1 a 6 afos de edad, mostré menos caries en el grupo
LGG y mas bajos recuentos de S. mutans al final del estudio. Siendo mas evidente en
nifios de 3 a 4 afios, por lo que el consumo de LGG fue efectivo para reducir el riesgo de
caries significativamente. Por lo que la leche que contiene las bacterias LGG probidticos
puede tener efectos beneficiosos sobre la salud dental de los nifios (Nése et al., 2001).
Otro estudio realizado por Caglar E. y col. (2005), concluyo que bifidobacterias
probioticas en el yogur puede reducir los niveles de microorganismos seleccionados
asociadas a caries en saliva. El uso de probioticos ha sido propuesto para el tratamiento
de la caries mediante la prevencion de la colonizacion oral de patégenos cariogénicos
(Pavitra et al., 2011).

En un estudio de Sudhir y col. (2012), se observo el efecto de los probiodticos sobre S.
mutans 'y el pH salival. Concluyeron que alimentos probidticos que contienen
Lactobacillus acidophilus, tienen un efecto inhibidor sobre S. mutans en saliva, y causo
una pequefia disminucion en el pH salival, por lo que pueden utilizarse como adyuvantes,
para la prevencion de la caries dental, especialmente como una parte de la modificacion

de la dieta en los nifios de diferente riesgo de caries dental.

4.6 Lactobacillus casei Shirota (LcS)

Lactobacillus casei Shirota, un microorganismo que se encuentra exclusivamente en la
leche fermentada de Yakult, se considera un probiotico. Esto debido a su capacidad para
modular la composicién y la actividad metabodlica de la flora intestinal, asi como mejorar
el sistema inmunoldgico humano sano. Este microorganismo es capaz de sobrevivir
durante el paso a través del tracto gastrointestinal después de su consumo, debido a sus
propiedades aciduricas y acidogénicas (Lima et al., 2005). Cada envase de Yakult
contiene un minimo de 10® UFC/mL de Lactobacillus casei Shirota (LcS), (Sutula et al.,

2012).
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4.7 LOS PROBIOTICOS EN APARATOLOGIA ORTODONTICA

En un estudio realizado por Caglar y col. (2005), cruzado y doble ciego a 24 adolescentes
sanos de 12 a 16 afios de edad y con tratamiento de ortodoncia. Los sujetos ingirieron 200
g de yogur de fruta conteniendo 2x10® UFC/g de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
DN-173 010 una vez al dia, o un yogur de control sin bacterias viables. Se hicieron
analisis de S. mutans en saliva yLactobacilos antes y después del consumo del yogurt.

Una reduccién estadisticamente significativa de los Estreptococos mutans S. mutans se
registrd después del consumo de yogur probidtico (p <0,05) (P <0,05), que estaba en
contraste con el yogur de control. No se observaron alteraciones significativas de los

recuentos de lactobacilos salivares.

4.8 pH SALIVAL

La saliva juega un papel muy importante en la salud oral, adopta propiedades tales como
la lubricacion, el aclaramiento de sustancias no deseadas, la digestion, la neutralizacién
de 4cidos o bases, la proteccion contra la desmineralizaciéon y también una funcion
antimicrobiana (Bekkem et al., 2014).

La tasa de flujo de saliva es también un modulador de pH salival. A bajo flujo, menos
bicarbonato se libera y disminuye el pH (Tremblay et al., 2012).

El pH puede ser acido o basico, pero la capacidad de amortiguacion estabiliza el pH
salival. Es decir, si aumenta la capacidad buffer, el pH de la boca fluctiia menos. Cuando
el pH de la boca disminuye (o se convierte en acido), bacterias cariogénicas prosperan
(Hurlbutt M, 2010). Si el pH de la saliva en reposo es demasiado bajo (por debajo de
6,6), el biofilm saludable puede transformarse en biofilm cariogénico (Hurlbutt et al.,
2010). La acidificacion ambiental (dentro de boca), es el determinante principal de los
cambios fenotipicos y genotipicos que ocurren en la microflora en la caries (Takahashi

and Nyvad, 2011).
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La caries dental resulta del metabolismo bacteriano en el biofilm y las interacciones de
este con la estructura del diente. Todos los humanos tienen biofilm, el cual se forma 20
minutos despues del cepillado. Cuando el pH de este biofilm cae a 5.5, minerales del
esmalte dental especialmente el calico, se ven afectados. Cuando el pH del biofilm sube
otra vez, el esmalte se remineraliza. Este proceso ocurre de manera natural varias veces,
pero cuando la desmineralizacion excede la remineralizacion hay una perdida de

minerales, que resultan en lesiones de mancha blanca y cavitacion.

La dieta tiene un efecto dramatico en la caries dental, cada vez que una persona ingiere
algin producto alimenticio o alguna bebida rica en azlcares, la bacteria del biofilm usa
estos azucares como fuente de carbono y mediante un proceso fermentativo convierte esta
comida en acidos organicos, el pH del biofilm cae a 5.5 y la desmineralizacion comienza.

El pH de las bebidas gaseosas mas populares es de 2.5 a 3, (White and Gordon, 2014).
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MATERIALES Y METODOS

5.1 Universo de Estudio:

Universo del estudio: los pacientes que requieran tratamiento ortopédico y/o ortoddntico

que acudan a la Facultad de Odontologia al Posgrado de Odontopediatria de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

Estudio comparativo que consistié en una muestra de 10 pacientes de edades entre 4 y 18

y 10 controles en donde se evaluo S. mutans en saliva.

Tamaio de la muestra: 10 pacientes de estudio y 10 pacientes de control.

Forma de asignacion de los casos a los grupos de estudio: cuota, secuencial.

Caracteristicas del grupo control y grupo experimental

Los pacientes que acuden a los Posgrados de Odontopediatria y al Posgrado de
Ortodoncia, de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon, que cuenten con aparatologia
ortodontica y cumplan con los criterios de seleccion; fueron invitados a participar en la
investigacion para esta tesis con el uso de bebida probidtica (Yakult). Con el
consentimiento informado autorizado por el paciente y/o representante legal, se clasifico

de manera secuencial a la categoria a la que los pacientes pertenecieron en el estudio.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

1. Pacientes de 4 a 18 afios de edad, femeninos y masculinos que acuden a la clinica de
posgrado de Odontopediatria y/o clinica de Ortodoncia del Posgrado de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon.

2. Técnica de cepillado previamente establecida

3. Sanos sistémicamente

4. Con necesidad de un aparato ortopédico y/o ortoddntico

5. Pacientes que hayan acudido a todas sus citas previas

6. Sin reacciones adversas a los productos lacteos o fermentados
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Criterios de exclusion
1. Paciente no cooperadores
2. Pacientes que se encuentran o estuvieron previamente al estudio bajo tratamiento de

antibiotico.

Criterios de eliminacion
1. Pacientes que no acudan a mas de 2 citas de revision

2. Pacientes que suspendan la toma de la bebida probidtica.

5.2 Determinacion del tamafio muestral:

El modelo estadistico analitico consistié en la aplicaciéon de un anélisis comparativo
mediante una prueba t-student de diferencia de medias para muestras independientes. En
el caso de que la variable muestre evidencia de normalidad, dicha prueba sera

determinada considerando un 95% de confiabilidad.

El modelo sera aplicado para comparar el crecimiento de la flora bacteriana en cada uno

de los grupos de estudio al que pertenezca (Con bebida prebiotica o sin bebida prebiotica)

La estadistica de prueba que serd empleada para analizar los resultados es el siguiente:

Y e B
o o)
non

En caso de que la variable muestre evidencia de libre distribucion serd aplicada una
prueba de U de Mann Whitney para dichas muestras, la prueba serd determinada

considerando también un 95% de confiabilidad.
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La muestra fué conformada por todos aquéllos pacientes que cumplieron con los

requisitos para ser incluidos en el estudio.

Los datos fueron capturados en una base de datos en el programa IBM Statistics 19 con el
que se realizaron tablas de frecuencia de dos variables dentro de las cuales se consideran
las variables principales (crecimiento de la flora bacteriana), confrontadas con el grupo
de estudio y el control. Para el vaciado de datos y la realizacion de graficos se emple6 el

programa Microsoft Excel 2010.

El presente proyecto contd con un modelo estadistico de presentacion de datos que
consiste en la elaboracion y descripcion de tablas de frecuencias y porcentajes para las
variables cualitativas y de intervalo, asi como un modelo descriptivo de medidas de
tendencia central y dispersion para las variables cuantitativas. Ademas del uso de graficos
para las tablas mayormente relacionadas con el analisis de los datos, posterior a este

disefio se realiz6 una descripcion detallada de los resultados.

5.3 Descripcion de procedimientos

El estudio se integra de la siguiente manera:

Grupo experimental:

10 pacientes con aparatologia ortodontica que consumieron bebida probiotica (Yakult).
Se pide al paciente el consumo de una bebida probidtica diaria después de la comida. Se
indican 2 tomas de muestra por dia, una al levantarse y otra 10 minutos después de la
toma de la bebida y antes del cepillado. Previamente se da al paciente un kit que
contiene: 2 tubos eppendorf con 1 mL de solucidn salina por dia previamente esterilizado

y marcado con nimero de muestra para comodidad del paciente, Isopos estériles y tiras
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reactivas de pH con escala de color también marcadas por dia. Se muestra al paciente un
video previo de como tomar la muestra diaria, que consiste en colocar el isopo en el area
retromolar y se impregne de saliva directo de la glandula parétida. Se coloca dentro de la
solucion salina y se mantiene en refrigeracion hasta la entrega de muestra para su
posterior analisis microbiologico. El pH se mide en ese momento también, la tira debe
estar en contacto con saliva, se aguarda unos segundos a que seque para enseguida
verificar con la escala previamente dada, finalmente se marca el nimero correspondiente

al valor del pH segun el color de la escala y se anota en la hoja de datos.

Grupo control:

10 pacientes con aparatologia ortodoncia sin consumo de bebida probiotica. Se les
proporciona un kit similar al grupo experimental con tubos eppendorf conteniendo
solucion salina, isopos estériles y las tiras reactivas de pH. Aqui, el paciente toma una
muestra diaria al levantarse y se refrigerara, se realizara en conjunto la prueba de pH

matutina y se registré el nimero obtenido como se procedié con el grupo experimental.

Elaboracion de kits para toma de muestra:

* Esterilizacion de tubos eppendorf de 1.5ml a 120 °C por 15 minutos (All
American USA).

* Fabricacion de isopos estériles a la medida del tubo (3 cm cada uno).

* Elaboracion de sustancia transportadora (Solucién Salina)

Componentes: 9 gr de Cloruro de Sodio (NaCl) por 1 litro de agua destilada. El
NaCl utilizado fué Cloruro de Sodio ACS de TCR scientific.

Se pesan los 9 gr en la balanza analitica (AND GR-200) y posteriormente se pasa
al agitador magnetico y calentador (Thermo Scientific) para obtener una sustancia
homogenea. Por ultimo se esteriliza en autoclave a 120°C por 15 minutos (min).

* Se coloca la solucién transportadora (Solucién Salina) 1ml por tubo eppendorf
pipeteado dentro de la cabina de bioseguridad A2 (LABCONCO Purifier
Biological Safety Cabinet).

* Conservacion de solucion transportadora a 4°C (Refrigeracion)

* Al Kkit se le agregan tiras indicadoras de color (MN), una para cada dia del estudio.
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* Tiras recortadas a medida de papel parafilm (Parafilm M)

Recoleccion de muestras:

El paciente acude con sus muestras a sus citas de revision. Las muestras se transportan en
una hielera prevista a la Unidad de Odontologia Integral y Especialidades, del
CIDICS/UANL, y se refrigeran hasta su uso la prueba de seleccion de S. mutans.

Pruebas in vitro

Preparacion de medio de cultivo selectivo para S. mutans.

Agar Mitis Salivarius Bacitracina (MSB, BD Difco)

Este medio se obtuvo a partir del MSA adicionado de bacitracina (Sigma) y 15% de
agarosa (Sigma), para asi tener mayor selectividad para estreptococos grupos mutans

(EGM). Se esteriliza el medio en un autoclave durante 60 minutos a 180°C, (ver figura 4).
Preparacion del Agar Mitis Salivarius Bacitracina, (figura 1):

* Disolver 90g del medio deshidratado MSA en 1000 ml de agua destilada

*  Homogeneizar en el agitador magnetico y calentador (Thermo Scientific) por 15
min aproximadamente y posteriormente se esteriliza.

* Enfriar hasta 45°C

* Adicinoar 1ml de telurito potasico al 1% (BD BBL)

* Incorporar 0.5 ml de bacitracina a concentracién de 200 U/ml (Sigma)

* Agitar manualmente

Para calcular el resultado del cultivo se efectua un recuento de unidades formadoras de
colonia (UFC) sobre la superficie del agar MSB, que se contabiliza con el contador para
placas (EASI-GRID) y se registra el nivel de S. mutans de forma semi-cuantitativa. Se
interpreta como negativo bajo: hasta 20 UFC, moderado: de 21 a 100 UFC y a alto:
mayor de 100.
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Se colocan 15 mL de MSB en cada caja Petri ya esterilizada dentro de la cabina de

bioseguridad A2 (LABCONCO Purifier Biological Safety Cabinet), (figura 4).

Esperar a que gelifique en presencia de luz ultravioleta durante 15 minutos en la cabina

de bioseguridad (figura 2 y 3).

Figura 1. S la derecha en la imagen (1a), se observa el peso del agar (90gr) en la balanza
analitica. A la izquierda en la imagen (1b), se observa ya el medio de cultivo con agua

destilada en el agitador magentico a una temperatura de 235°C

Figura 2.

Cabina de bioseguridad A2
(LABCONCO Purifier Biological
Safety Cabinet), se observa en la

. imagen el encendido de los rayos UV.
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Figura 3: medio de cultivo MSB posterior a su esterilizacion ya

en la cabina de bioseguridad.

... Figura 4. Cajas petri ya con el agar
selectivo MSB en cabina con micropipetas
eppendorp de 1 mL y 200 uL, ya listo para

la inoculacion de S. mutans.
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Analisis cualitativo y cuantitativo de muestras
Procedimiento:

De cada tubo de muestra entregado por el paciente, se pasa por el Vortex (Scientific
Industries), para homogeneizar el contenido. Se toman 100 pl que se distribuyen de

manera uniformemente sobre toda la superficie de la caja de Petri con Agar (MSB).

Todas las cajas se incuban 48 horas a 37°C (Incubadora Thermo Scientific). (figura 5)

(5a) (5b)

Figura 5. Lado izquierdo (5a), se observa la incubadora en donde dendro de ella se
mantienen las cajas a una temperatura de 37°C. Lado derecho (5b) interior de la
incubadora donde se almacenan las cajas por un minimo de 24 horas y un tiempo maximo

de 72.

Para medir la Absorbancia (Abs) de cada muestra, se colocan 500 ul de muestra la celda
de 1 mL y se completa con 500 pl de agua destilada (figura 6), se homogeneiza en el
Vortex y se coloca en el Espectrofotometro Genesys 10 UV scanning (Thermo
Scientific), programado a una longitud de onda de 600 nanometros (nm), la lectura
obtenida se multiplica por el factor de dilucion= 2, y asi determinar la absorbancia real

(figura 7).
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Para el analisis de resultados, los valores obtenidos de la absorbancia, las UFC y el pH,

son capturados en una hoja de Excel.
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Figura 6. Celdas para espectrofotometro con la mezcla de 500ml de agua destilada y 500

ml de muestra de saliva del paciente.

GENESYS 10uv

(7a) (7b)
Figura 7. Imagen (7a) se aprecia el espectrofotometro, imagen izquierda (7b) longitud de

onda a 600nm y ya calibrado a 0.000.

Andlisis e interpretacion de resultados
Variables del estudio:
Dependiente: Cuantificacion de los niveles de S. mutans en saliva, pH salival matutino,

edad y Absorbancia.
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Independiente: sexo, aparato utilizado.

Estas variables se determinaron mediante:

* Medio especifico de cultivo compuesto de agar mitis salivarius con bacitracina y
telurito en donde se aislaran UFC.

* Cuantificacion celular por microscopia para obtener datos de concentracion de
células en equivalencia con las UFC formadas. La interpretacion celular es en
celulas por mililitro (celulas/mL)

* Tiras reactivas de pH

* Espectrofotometro Genesys 10 UV scanning programado a una longitud de onda

de 600 nm.

Microscopio Invertido

Para corroborar la morfologia de la bacteria que integran las UFC (S. mutans), se realiza
un frotis; tomando 50 pL de una asada de la colonia. Se coloca la muestra sobre un
portaobjetos, el cual se cubre con un cubreobjetos. Las muestras son observadas en un
aumento de 100x en el microscopio de luz visible (Van Guard, USA), (Figura 8).

El objetivo utilizado (100x) require del uso de aceite de inmersion.

Figura 8: Microscopio de luz visible (Van Guard, USA).
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Tincion de Gram

Debe su nombre al Bacteriologo danés Christian Gram que la desarrollo en 1844.

Es una tincion diferencial mediante la cual se confirma la morfologia celular y su
diferenciacion bacteriana (positiva o negativa), de acuerdo a las propiedades de su pared
celular.

Los pasos a seguir son:

: Fijar la muestra ediante calor.

: Colocacion de violeta cristal (tine todas las bacterias Gram +y -) 1 minuto.

: Enjuagar con agua corriente.

: Se fija con Lugol 1 minuto.

: Decolorar con una mezcla alcohol cetona (los Gram — se decoloran).

: Colocacion de Safranina (colorante de contraste, tifie los Gram -), 1 min.

N N B W N =

: Enjuagar con agua corriente, (figura 9).
Interpretacion:

En la tincion se observan de color azul-violeta las Gram + y de color rosa las Gram -.

El Streptococcus mutans es un coco Gram +, (figura 10).

L i
i &
| i

(9a) | | ’ - (9b)

Figura 9. (9a) Reactivos colorantes y de fijacion observamos los envases de los liquidos

utilizados para la tincion. (9b) portaobjetos con la muestra fijada, reaccion de la

safranina.
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Figura 10. Tincidén de Gram. Presencia de S. mutans después de 40 horas de cultivo en

MSB. Microscopio invertido, objetivo 100x.

5.3.1 Validacion de datos (Analisis estadistico)

El anélisis estadistico consiste en la aplicacion de un anélisis comparativo mediante una
prueba t-student de diferencia de medias para muestras independientes en caso de que la
variable muestre evidencia de normalidad, dicha prueba serd determinada considerando

un 95% de confiabilidad.

El modelo sera aplicado para comparar el crecimiento de la flora bacteriana de interés (S.

mutans) en cada uno de los grupos de estudio al que pertenezca.
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RESULTADOS

De acuerdo a los objetivos establecidos en este estudio, se tenia contemplada una muestra
de 10 pacientes para conformar el grupo experimental que consistia en pacientes que
consumian la bebida probidtica manteniendo la higiene oral cotidiana de cepillado; y, un
segundo grupo denominado control también integrado por 10 pacientes, y quienes
efectuarian unicamente la limpieza por cepillado sin consumir el producto lacteo. Cabe
precisar que durante el periodo de tiempo contemplado en el estudio, se presentaron
algunos inconvenientes que trajeron como consecuencia la exclusion de pacientes y por
ende de muestras y resultados esperados para el estudio. En el grupo experimental la
muestra se redujo a 7, mientras que en el grupo control quedo la mitad.

Es importante sefialar que la muestra que se obtuvo de cada paciente a primera hora del
dia colocada en 1mL de solucion salina fué homogeneizada con la ayuda del vortex para
su posterior lectura de absorbancia que arroja un indicio sobre el contenido de bacterias
en general, asi como su pH, lo cual se muestra en cada grafica a continuacion.

Por otra parte esta misma suspension bacteriana fue utilizada para el aislamiento de S.

mutans de cada paciente infantil.

GRUPO EXPERIMENTAL: L. casei Shirota + Cepillado

Deteccion inicial de la flora microbiana presente en la solucion salina como primera
muestra del dia, y S. mutans aislado con medio de cultivo selectivo. Resultados
detallados por paciente (pX)

Los resultados obtenidos en el grupo experimental con respecto a la presencia de
S. mutans, es decir en aquellos pacientes infantiles que tenian la consigna de consumir la
bebida probiotica conteniendo L. Casei Shirota una vez al dia durante un periodo de siete
dias consecutivos y siguiendo la limpieza oral de cepillado habitual, mostraron que de
forma general no existe un efecto significativo de la disminucion de S. mutans desde el
dia uno y durante el transcurso de los dias de ingesta de la bebida probiotica, tal y como
se muestra en la grafica 1. En el caso de los valores de absorbancia detectados para cada
paciente, se observd un promedio de cuatro pacientes con niveles de absorbancia por

debajo de 0.05, mientras que los tres restantes, tuvieron una lectura mayor a esta, incluso
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se vio incrementada en los tres ultimos dias del tratamiento con valores por encima de los
0.08, de 0.2 e inclusive arriba de 0.409 en un paciente en el dia tres. No existe una
tendencia clara ni homogénea (grafica la). El resultado anterior se puede corroborar
claramente con lo representado en la grafica 1b, en donde se observo una formacion de
UFC en seis de los siete dias de tratamiento con la bebida probidtica, teniendo una
equivalencia de alrededor 1200x10° células/mL de S. mutans en el primer dia de
tratamiento reduciendo hasta cuatro veces su concentracién quedando en 300x10°
células/mL en el sexto dia respectivamente. Mismo si fué el unico paciente en quien se
manifestd una disminuciéon de la concentracion celular, sigue siendo una cantidad
importante que tiene el riesgo de seguir proliferando. Finalmente el pH que también fué
evaluado en cada uno de los infantes al inicio del dia, no se vio alterado, es decir en todos
los pacientes y a lo largo del tiempo de estudio, el pH se mantuvo muy similar al pH
normal de la cavidad oral, es decir con valores de entre 6.5 y 7.5, ver grafica Ic, salvo por
tres pacientes dos de los cuales en el dia uno con un pH muy acido (4.5) y un tercer

paciente con un pH de 5.5 en el dia tres y cinco. Grafica 1 (c)
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Grafica 1: Deteccion de S. mutans mediante espectrofotometria a una Absorbancia de 600

nm (a), conteo celular (Células x10*/mL) (b) y pH salival (c).

En cuanto a la Absorbancia detectada a 600nm en el grupo experimental vespertino
(gréfica 2), después del consumo de bebida probiotica se observardn el primer dia 3

pacientes por debajo de 0.05 (pacientel, 3 y 5) los restantes por encima de este rango, a
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lo largo de la semana se observa una tendencia a disminuir, encontrandose por debajo de
este rango, a excepcion de px 3 donde el dia 4 es muy notorio su aumento siendo el mas

alto reportado durante esa semana (superior a 0.10) en este grupo de estudio.
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Grafica 2: Deteccion vespertina de S. mutans mediante espectrofotometria a una
Absorbancia de 600 nm. Muestra tomada 10 minutos después de consumir la bebida

probiotica
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La Absorbancia observada en la Grafica 2 en comparacion con la 1 (a) muestra la

disminucion general, en particular en los pacientes 3 y 4 después de la toma del Yakult.

GRUPO CONTROL: CEPILLADO

Deteccion inicial de la flora microbiana presente en la solucion salina como primera
muestra del dia, y S. mutans aislado con medio de cultivo selectivo.

Resultados detallados por paciente (pX)

En el grupo control donde solo se llevo acabo el cepillado, muestra un aumento
considerable de absorbancia en el paciente 4, donde la la lectura mas elevada registrada
fué al cuarto dia con Absgponm de 0.132 (grafica 3a), siendo el valor mas elevado de este
grupo. El paciente 3 durante tres dias obtuvo una cifra superior a 0.05 y los 4 pacientes

restantes durante la semana se mantuvieron estables por debajo de 0.05.
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Griéfica 3. Deteccion de S. mutans mediante espectrofotometria a una Absorbancia de 600

nm (a), conteo celular (Células x10*/mL) (b) y pH salival (c).

Siguiendo con el grupo control, en la grafica 3b se detecto la presencia de células en 5 de
los 7 dias con un solo paciente, mientras que en otros 2 se detectaron una cantidad menor
en 1 y 2 dias respectivamente. El resto de los pacientes no mostraron crecimiento alguno
de células.

El pH se vio afectado unicamente en 1 paciente con valores de entre 4 (en 2 ocasiones) a
7, mientras que para el resto el valor se matuvo dentro del rango considerado normal en

la cavidad oral, superior a 6 (Grafica 3c).
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GRUPO EXPERIMENTAL: L. casei Shirota + Cepillado

Deteccion inicial de la flora microbiana presente en la solucion salina como primera
muestra del dia, y S. mutans aislado con medio de cultivo selectivo. Resultados
Promedio del Total de Pacientes (pX)

De todos los datos que se obtuvieron por cada paciente por los siete dias de ingesta de
Yakult (grupo experimental), se saco un promedio para evaluar los valores obtenidos del

S. Mutans.

La Gréfica 4 (a) muestra un valor médximo promedio detectado en absorbancia menor a
0.097 con una desviacion estandar de + 0.13. Mientras que la absorbancia minima

detectada fué a los cuatro dias con un valor de 0.029 (+0.016).

En la subsecuente medicion para determinar la concentracion de S.mutans por mililitro
(4b), se obtuvo una mayor concentraciéon de células el dia 3 con 212.89x10%/ml con una
desviacion estandar de 368.10, sin embargo, en el resto de los dias (4,5,6 y 7) los valores

fueron inferiores a 91.82x10® (+242.95) células/mL.

Finalmente en la verificacion de cambios en el pH durante el consumo de la bebida (4c)
se pudo constatar que el pH se mantuvo entre los valores normales de la cavidad oral,

dichos valores corresponden a un pH de 6.3 a 7.0.

En el grupo experimental en la muestra vespertina los valores de absorbancia reportados
indican valores maximos el primer dia, siguiéndole el 6° dia con valores de 0.042 (+

0.029) y 0.039 (+ 0.022), respectivamente.
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GRUPO CONTROL: CEPILLADO

Deteccion inicial de la flora microbiana presente en la solucion salina como primera
muestra del dia, y S. mutans aislado con medio de cultivo selectivo. Resultados
Promedio del Total de Pacientes (pX)

En el grupo control la absorbancia detectada en la solucion salina que contenia el isopo
de los cinco pacientes de esta muestra, se mantuvieron entre 0.034 (+0.034) y 0.057

(+0.034) durante los cinco dias de ingesta del Yakult. Grafica 4 (a)

Mientras que la concentracion celular (grafica 5 b) se obtuvieron valores muy variados
desde donde se presento una ausencia celular (caso del dia 4) para todos los pacientes y
una maxima concentracion de S. mutans en el dia 3 con 111.22x108 células/ml (+225.37)
dichos valores se ven incrementados puesto que unicamente dos pacientes fueron los que
manifestaron una presencia y/o desarrollo de S. mutans desde el dia 1 al 5 que duro el

tratamiento.

En cuanto al pH de este grupo el més disminuido correspondio al dia 3 con un valor de 6
(+1.51) el cual se adjudica a un paciente en particular que manifestd durante los primeros
tres dias un pH muy acido de 4.0 a 5.5. El resto de los dias el pH fue muy similar para
todos los pacientes en un rango de 6.70 a 7.0 con una desviacion estandar de +1.08 y 0.76

respectivamente. Grafica 5c
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Grafica 5. Deteccion de S. mutans mediante espectrofotometria a una Absorbancia de 600
nm (a), conteo celular (Células x10*/mL) (b) y pH salival (c). Incluye desviacién estdndar
(DE).
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DISCUSION

Por vivir hoy en dia en una era preventiva, nos topamos con el reto de buscar alternativas
coadyuvantes en la prevencion de diversas patologias y siendo la cavidad bucal el area de
interés; surge la duda de encontrar alguna alternativa para disminuir el S. mutans,
patdgeno principal en la formacion de la caries dental. La caries dental es considerada un
problema de salud publica a nivel mundial debido a su alta prevalencia y el impacto
social significativo. Lonim et al en su estudio en el 2013 mencionan la prevalencia de
caries reportada por la Organizacion Mundial de la Salud en nifios de edad escolar en
todo el mundo siendo de 60 a 90%. Hardie en 1992 reporta que la estimacion de los
niveles salivares de S. mutans puede ser util para la evaluacion de riesgo de caries en los

pacientes y para el seguimiento de su respuesta a las medidas preventivas.

Se han obtenido resultados positivos en la disminucion de S. mutans en pacientes con
ingesta de microorganismos probidticos abriendo una nueva ventana de investigacion.
Bizzini et al en el 2012, en su trabajo mencionan que el equilibrio entre las bacterias

benéficas y patogenas, es esencial con el fin de mantener la salud oral.

Nikawa et al en el 2004 reportaron que el consumo de yogurt que contiene Lactobacillus
reuteri durante un periodo de 2 semanas redujo la concentracion de S. mutans en la saliva

hasta en un 80%.

Bonifait et al., en el 2009 obtuvieron Buenos resultados incorporando la bacteria

probiotica a goma de mascar y pastillas masticables.

Confirmando lo anterior, en un estudio realizado por Nése L y col. en el 2001 reportaron
que el consumo de Lactobacillus rhamnosus LGG por 7 meses en nifios de 1 a 6 afos, en
594 pacientes, mostré6 menos caries en el grupo experimental y més bajos recuentos de

Streptococos mutans.

Sudhir y col. en el 2012, observaron el efecto de los probiodticos sobre S. mutans y el pH

salival, y concluyeron que alimentos probidticos que contienen lactobacillus acidophilus
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tienen un efecto inhibidor sobre los Streptococos mutans en saliva, y causd una pequefia
disminucién en el pH saliva. En base a este articulo se decidio agregar a este estudio la

variable del pH.

En nifos y adolescentes el uso de algun aparato ortopédico y ortodontico es muy comun,
siendo los aparatos dentales un factor de risgo para caries, descrito por la AAPD donde
entre otros se encuentran: pacientes con alguna discapacidad fisica, alteracion del flujo

salival, anatomia dental retentiva y niflos de bajos recursos econdmicos.

Cildir et al., en el 2009, publicaron que el consumo diario y a corto plazo de yogur con
Bifidobacterium animalis subsp. lactis DN-173 010, puede reducir los niveles de

Streptococos mutans en la saliva durante el tratamiento ortoddntico con aparatos fijos.

En base a lo anterior, se eligieron 2 grupos de estudio para esta investigacion, siendo el
grupo experimental y control de 10 nifios. Donde como microorganismo probidtico
administrado fué el Lactobacillus casei Shirota administrado en el grupo experimental
durante 1 semana tomando muestras de saliva para detectar posteriormente el crecimiento

de S. mutans en un medio de cultivo selectivo.

En los resultados se observan discrepancias en lo referente al conteo de S. mutans en
donde solo un paciente del grupo experimental mostro reducciéon en los niveles de S.
mutans durante el consumo del Yakult. No hubo en este grupo una disminucion
significativa en el pH como lo sugiere el estudio de Sudhir y col. en el 2012, aunque esto
puede deberse a que la toma de pH no fue inmediatamente despues de la ingesta del
probiotico. Otro paciente de este grupo experimental el fenomeno contrario, en donde su
muestra inicial estaba en cero y al 3er y 7mo dia mostraron un amento en la
concentracion celular matutina, aunque se restablecio en la muestra vespertina, esto
puede deberse a diversos factores tales como: mala higiene, tecnica de cepillado
deficiente, tomando en cuenta que esto es importante ya que son pacientes con presencia

de aparatologia en donde el acumulo de comida es una realidad en la mayoria de estos.

5 pacientes de los 7 estudiados en el grupo experimental no mostraron UFC/mL durante

el estudio (7dias) esto no puede adjudicarse a la bebida probidtica ya que sus niveles
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iniciales ya se mostraban en cero, discrepando con al absorbancia de este grupo inicial,
donde ninguna se mostro en cero, aunque es importante tener en cuenta que nos arroja un

resultado general de conteo celular.

En un estudio realizado por Sutula et al. en el 2013 realizado a pacientes adultos sanos,
detectaron que el Lactobacillus casei Shirota deja de detectarse en la cavidad oral a los
15 dias despues de su ultima ingesta habiendolo tomado por 1 mes consecutivo, por lo
que cualquier efecto que pueda tener, la bacteria sigue presentandose en boca ain

despues de dejarse de consumir la bebida.
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8. CONCLUSIONES

El estudio realizado muestra el efecto del L. Casei Shirota sobre el S. mutans en
pacientes con aparatologia ortodéntica de 4 a 18 afos de edad, los resultados obtenidos
no muestran relacion con los trabajos previamente ralizados con productos probioticos,
pudiera deberse a que la bacteria no tiene efecto sobre S. mutans o el vehiculo donde se
encuentra suspendida la bacteria probiotica, no es el ideal para inhibir el crecimiento
bacteriano. De ser asi, podria pensar en aislarse la bacteria Lactobacillus casei Shirota
del mismo producto de leche fermentada (Yakult). Otra posible hipdtesis es que no se ha

visto efecto por el suficiente tiempo de incubacion y numero de pacientes.

El pH en la mayoria de los pacientes se mantuvo dentro del rango saludable, solo pocos
pacientes 3/12 tuvieron en mas de una ocasion una caida critica en el; aunque en los dias
proximos se restablecio. 2 de estos 3 pacientes fueron del grupo experimental, se
descarta la relacion con el probidtico, aun a pesar de que el pH del yakult es de 4 (4cido).
Un factor importante a considerar es que todos los pacientes después de la toma de
muestra posterior a la bebida probiodtica cumplian con su cepillado de rutina, la posible
caida de pH momentanea es simultdnea con la de la comida, por lo que su efecto no es

durante diferentes periodos al dia.

Es probable que existan UFC/mL no cuantificadas en este estudio, ya que se observo un
lento desarrollo en la colonias expresadas en el medio de cultivo, la literatura reporta que
después de 24 hrs de incubar la bacteria ya exite desarrollo de la misma a una
temperatura de 37°C, en este caso se comenzd a ver crecimiento bacteriano a las 48 horas
y a las 72 ya contdbamos con resultados previos, aunque no se descarta la idea de un
retraso en su desarrollo, factores tales como la temperatura ambiental juegan un factor

clave en esto.
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ANEXOS A
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Tabla 2: Muestreo matutino grupo control. Absorbancia (600nm)

Dias Promedio Desviacion estandar
1 0.037 0.017
2 0.034 0.034
3 0.052 0.038
4 0.045 0.050
5 0.057 0.034

Tabla 3: Muestreo matutino grupo control. Concentracion (Células x108/mL)

Dias Promedio Desviacion estandar
1 48.038 65.949
2 32.054 70.413
3 111.226 225.374
4 0 0.000
5 25.36 56.707

Tabla 4: Muestreo matutino grupo control. pH

Dias Promedio Desviacion estandar
1 6.40 2.32
2 6.70 1.86
3 6.00 1.51
4 6.60 1.08
5 7.00 0.76

Tabla 5: Muestreo matutino grupo experimental. Absorbancia (600nm)

Dias Promedio Desviacion estandar
1 0.0766 0.0597
2 0.0656 0.0476
3 0.0976 0.1322
4 0.0291 0.0164
5 0.0554 0.0486
6 0.0830 0.0542
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7 0.0409 0.0558

Tabla 6: muestreo matutino grupo experimental. Conteo celular (cell/ml)

Dias Promedio Desviacion estandar
1 169.111 447.425
2 48.714 128.886
3 212.893 368.101
4 61.614 163.016
5 91.829 242.956
6 38.568 102.041
7 7.486 19.805

Tabla 7: muestreo matutino grupo experimental. pH

Dias Promedio Desviacion estandar
1 6.5 1.0
2 6.3 0.4
3 6.2 0.5
4 6.7 0.5
5 6.3 0.6
6 6.6 0.5
7 6.9 0.3

Tabla 8: muestreo vespertino grupo experimental. Absorbancia (600nm)

Dias Promedio Desviacion estandar
1 0.0423 0.0295
2 0.0180 0.0102
3 0.0271 0.0171
4 0.0343 0.0421
5 0.0233 0.0085
6 0.0393 0.0228
7 0.0188 0.0069
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ANEXOS B

CONSENTIMIENTO INFORMADO
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DECLARO:

Que la Dra. Delia Isabel Armendariz Arias me ha explicado la importancia del
tratamiento ortodontico a realizar a mi hijo (a)

Y que en consecuencia es conveniente proceder, en la situacion de mi hijo/a al
tratamiento de ortodoncia y/o ortopedia.

* El proposito del tratamiento es corregir aquellas alteraciones dentales y/o

esqueléticas.

* Tomar muestras de saliva para medir el nimero de S. mutans, que se tomara

con un isopo estéril 1 6 2 al dia.
¢ Observar el nimero de S. mutans presentes en la saliva.

Me ha advertido también de la necesaria colaboracion del nifio en tanto la higiene como
en su uso y en caso de estar en el grupo de ingesta de Yakult, es necesario el compromiso
total en la toma del la bebida probidtica segun las especificaciones.

Tras sus informaciones he tenido la oportunidad de aclarar todas mis dudas al respecto.
Me ha explicado las formas en que dicho estudio se llevara a cabo, las consecuencias de
no hacerlo y la importancia de mi responsabilidad en conseguirlo.

CONSIENTO

He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y
sencillo, y el facultativo que me ha atendido me ha permitido realizar todas las
observaciones y me ha aclarado todas las dudas que le he planteado.

También comprendo que, en cualquier momento puedo revocar el consentimiento que
ahora presto.

Por ello, manifiesto que estoy satisfecho con la informacion recibida y que comprendo el

alcance y los riesgos del tratamiento, y en tales condiciones.

Monterrey, Nuevo Ledn a los dias del mes de del 20
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Nombre y firma del padre o tutor

Dra. Delia IsabelArmendariz Arias

Nombre y firma del testigo

HOJA DE CAPTURA DE DATOS

Nombre y firma del testigo
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Hoja de captura de datos del grupo A (orto + yakult)

Fecha

Nombre del paciente:

fecha de entrega:

Toma inicial (fecha):

toma final (fecha):

numero de muestras que
entrega el paciente:

nimero  completo  de
muestras por dia:

Grupo A captura de resultados

Dia

toma matutina
UFC

toma después de Absorbancia
Yakult UFC mafana

Absorbancia
tarde

Dia l

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5

Dia 6
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Dia 7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

Dia 11

Dia 12

Dia 13

Dia 14

Dia 15

Dia 16

Dia 17

Dia 18

Dia 19

Dia 20

Dia 21

Dia 22

Dia 23

Dia 24

Dia 25

Dia 26

Dia 27

Dia 28

Dia 29
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Dia 30

Hoja de captura de datos del grupo control (orto + sin yakult)

Fecha

Nombre del paciente:

fecha de entrega:

Toma inicial (fecha):

toma final (fecha):

numero de muestras que
entrega el paciente:

nimero  completo  de
muestras por dia:

Grupo control (orto + sin yakult)

captura de resultados

Dia 1 toma matutina UFC Absorbancia

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5

Dia 6
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Dia 7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

Dia 11

Dia 12

Dia 13

Dia 14

Dia 15

Dia 16

Dia 17

Dia 18

Dia 19

Dia 20

Dia 21

Dia 22

Dia 23

Dia 24

Dia 25

Dia 26

Dia 27

Dia 28

Dia 29
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Dia 30




