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Introduccién

La primera suposicion sobre la existencia de "pequefios animales” en la
cavidad oral fue hecha en el siglo XVIl por ANTONY VAN LEEUWENHOEK.
Desde entonces, y fundamentalmente a partir de la segunda mitad del siglo XIX que
tuvo como figuras a PASTEUR, LISTER, KOCK y COHN entre otros, se produjo
el gran avance de la microbiologia general y, por tanto de la bucal. Es precisamente
a finales del siglo pasado cuando se asocia la flora normal de la boca, con la

enfermedad oral que presenta mayor prevalencia, nos referimos a la Caries Dental.

En 1890 MILLER, un dentista norteamericano, formula la teoria
quimioparasitaria, en la que seflala que la causa de la caries son los dcidos
producidos por los microorganismos de la boca. Las investigaciones en este sentido
continuaron, y en 1922 se aislan microorganismos del tipo Lactobacillus a partir de
una lesién cariogénica. Desde entonces, y hasta mediados de la década de los
cuarenta se consideré, que los Lactobacillus eran la principal causa de la Caries

Dental.

Hacia 1960 se sustituyé a los bacilos ldcticos causantes de las lesiones

cariogénicas en dientes, por los estreptococos acidogénicos fundamentalmente S.

mutans.

El estudio que a continuacion detallamos nos dard un mayor conocimiento de
las caracteristicas y propiedades que posee este microorganismo, que han llevado
a considerarlo como el principal candidato, aunque no el dnico, en el inicio de las

lesiones de caries.
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1. SI!’GEIOCOCCMS mutans.

La primera informacién que se tiene sobre este microorganismo se remonta a
1924, cuando CLARKE lo aislé de lesiones de caries en dientes humanos 'y le da el
nombre de "mutans” debido a que el microorganismo aislado tenia tendencia a ser
- pleomorfico, presentdndose bien como cadena de cocos, o como bacilos cortos en
forma de mutantes (38). Hoy dia podemos afiadir que puede presentar formas

variables en cuanto a la morfologia de sus colonias.

En 1946, diversas experiencias realizadas en roedores suprimen las caries
dentales por medio de antibidticos, sugiriendo la implicacion de bacterias sensibles
a la penicilina en dicha infeccién. Este hecho sirvio de acicate para que diversas
investigaciones trataran de aclarar la relacion entre algunas especies bacterianas

especificas y la caries dental (168).

En 1960, se alslan algunas cepas de estreptococos de lesiones cariosas en
roedores, pudiendo dichas cepas producir las mismas lesiones en otros roedores
libres de caries (125). Desde entonces, especies similares se han aislado de lesiones
de caries en el hombre, aunque fue CARLSSON el primero que indicé que las
propiedades de los estreptococos cariogénicos aislados eran las mismas que las de

la especie que inicialmente estudio CLARKE (32). Hablan transcurrido cuarenta

afos.

En 1974, aiin no era reconocida como especie independiente en la 8% edicion
del Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, pero el hecho de ser la especie
mejor descrita entre los estreptococos orales hizo que fuera afiadida a la lista

aprobada de nombres de bacterias.
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Actualmente en la 10° edicién del manual ocupa un lugar dentro del grupo
"Oral Streptococci” (178), siendo muy numerosos los trabajos publicados que han
ido apareciendo desde los primeros afios de la década de los sesenta, probablemente
debido a la observacion de que muchas de sus cepas son altamente cariogénicas en

animales de experimentacion (94).

Diversos autores han descrito detalladamente cepas de coleccion de S,

mutans, demostrando que esta especie tiene una serie de caracteristicas que la hacen

distinguirse de otros estreptococos orales, por lo que se considera como un grupo
homogéneo de microorganismos esféricos Gram-positivos asociados en cadenas, no
mdviles y catalasa negativo (56). Todas las cepas fermentan el manitol y la gran
mayoria el sorbitol, melobiosa, rafinosa, esculina e inulina,; normalmente no desami-
nan la arginina produciendo amonfaco, y sintetizan glucanos solubles e insolubles

en agua a partir de la sacarosa (68).

S. mutans es fundamentalmente o 0 no hemolitico en agar sangre, aunque se
han encontrado cepas 8 hemoliticas que pueden legar al 25% segiin el lugar de
origen, como demostr6 WOLTJES y col. en 1982 (254). Aunque éstas, son a gran-

des rasgos, las caracteristicas de S. mutans, no todas sus cepas cumplen estos

requisitos, como se verd en posteriores clasificaciones.

El habitat natural de S. mutans en el hombre es la boca, y dentro de ella, la
placa dental que se forma sobre los dientes. Es por esta razén por lo que en el
recién nacido es raro que se encuentre, haciendo su aparicién con la erupcion de
los dientes y desapareciendo cuando ellos lo hacen. Hay que afadir, como dato de
interés, que también se asocia con protesis dentales. Podemos seflalar que, desde un
punto de vista ecolégico, S. mutans ha desarrollado propiedades que le permiten

* colonizar selectivamente superficies duras tales como el esmalte dental.

Por tanto, dentro de la boca coloniza los dientes, fundamentalmente aquellas
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zonas que son retentivas y facilitan su acumulacién. La presencia de dicho
microorganismo en saliva es muy frecuente, pero no en altas proporciones,
- posiblemenze debido a la incapacidad de colonizar superficies mucosas. El hecho de
que se encuentre en saliva se debe al efecto de "lavado” que ésta realiza sobre las
superficies dentales (35,169).

La fuente de infeccién no estd completamente clara; andlisis microbiolégicos
en familias y ambientes cerrados parecen indicar una transferencia por contacto oral
o salivar (196). De igual forma se ha sugerido una posible transmisién de una parte
de la boca a otra, a través de instrumentos dentales como son el cepillo de dientes
y la seda dental (169). Otro hdbitat de S. mutans de donde puede ser aislado con

Srecuencia es a partir de heces humanas (93).

Diversos investigadores han estudiado la distribucion de S. mutans en el reino
animal, pudiéndose encontrar en algunos roedores, como hdmster y ratas de

laboratorio, y con menos frecuencia en animales salvajes (46).

1.1, AISLAMIENTO.

La gran cantidad de especies presentes en la cavidad oral ha hecho necesario
que se desarrolle un medio especifico de aislamiento para esta especie, que permita

identificar y enumerar este microorganismo a partir de saliva y placa dental.

El medio mds utilizado para el crecimiento selectivo de los estreptococos
orales es el agar Mitis salivarius (MSA) (140). Este medio inhibe la mayor parte de
las bacterias presentes en la cavidad oral a excepcion de los estreptococos, debido
a que contiene tres inhibidores: azul trypan, cristal violeta, y telurito potdsico. El

medio también contiene un 5% de sacarosa como fuente de carbono, a partir de la
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cual la formacién de polisacdridos extracelulares confiere a las colonias una

morfologia tipica que hace que se puedan distinguir unas de otras (cuadro 1).

Aunque este medio da muy buenos resultados, la mayor importancia de S.

mutans dentro del grupo de estreptococos orales hizo necesaria la obtencion de un

medio selectivo especifico para este microorganismo. Han sido numerosos los
distintos medios propuestos, siendo el primero de ellos el descrito por CARLSSON
en 1967, conteniendo sulphadimentina, y basdndose en la relativa resistencia de esta

especie a las sulfamidas (31).

En 1972, IREDA y SANDHAM describen dos médios selectivos para 8.
mutans, El primero de ellos, al que denominan BCY, tiene como base el agar
infusion cerebro-corazon suplementado con extracto de levadura, casitona y cisteina.
No era un buen medio selective, pero permitia identificar facilmente S. mutans por
la morfologita de sus colonias, blancas, relativamente planas y de superficie brillante
(111). El segundo de los medios es el agar MS 40S, el cual consta de agar Mitis
salivarius suplementado con sacarosa a una concentracion final del 40% en lugar
de un 5% que es la usual; las colonias de S. mutans son grandes y elevadas. Este
medio era bastante selectivo aunque no era apropiado para recuento, ya que solo

crecia el 37,2 % del total en relacion al agar Mitis salivarius (110).

Fueron OLGA GOLD y col. (89) un afio mds tarde, los primeros que
desarrollaron un medio especifico realmente eficaz para el aislamiento y recuento
de este microorganismo. Se basaron en la resistencia de S, mutans a altas
concentraciones de sacarosa asi como en la propiedad de resistencia a la bacitra-
cina. El medio base fue el agar Mitis salivarius, pero suplementado con un 20% de
sacarosa y 0.2 U/ml de bacitracina (MSB). A dichas concentraciones, estos
inhibidores impiden el crecimiento de otros estreptococos orales, pero no el de S.

mutans. En este medio, los recuentos son similares a los del agar Mitis salivarius,



Cuadro 1. Caracteristicas de las colonias de estreptococos orales en agar Mitis salivarius.

" ESPECIE DIAMETRO (um) | CARACTERISTICAS DESCRIPTIVAS "

S. mutans 05-15 Elevada, convexa, ondulada, opaca, color azul oscuro, mdrgenes
rugosos y superficie granular. Cuando producen muchos glucanos se
detectan como una burbuja de color brillante.

S. sanguis 0.5-1.0 Elevada, superficie y bordes lisos, se adhiere con gran tenacidad al ‘
medio con agar.

S. salivarius 5.0-10 Colonia mucoide debido a la gran formacioén de levano a partir de la
sacarosa. De gran tamafio, es una cldsica gota de goma que se observa
fdcilmente a simple vista.

S. mitior 05-15 Plana, lisa y de color azul luminoso. Presenta una pequefia cipula en
el centro. No se adhiere al agar y es fdcil de movilizar.

S. milleri 05-15 Puede ser o bien convexa y lisa de color azul luminoso, o céncava de

bordes rugosos, del mismo color. Son fdciles de movilizar de la
superficie del agar.
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ast como la morfologta de las colonias, siendo ademds altamente sensible para dicho
microorganismo. Actualmente es el medio mds utilizado, y su uso estd ampliamente
difundido, llegando a emplearse en productos comercializados para recuentos de S.

mutans en saliva (3).

La eficacia de este medio ha sido estudiado por diversos investigadores tal
como KRZEMINSKI (142). En 1976, STAAT observa que el MSB inhibia el
crecimiento de algunas cepas de serotipo "a", dato que es contradictorio con lo
descrito por GOLD, de igual forma comprueba los distintos resultados de este medio
segun el laboratorio que lo comercializaba (220). Este mismo afio EMILSON y
BRATTHALL compara el agar MSB con otros medios selectivos, tales como MS y
BCY entre otros, y vuelven a hacer notar que cepas del serotipo "a" no crecen en
MSB, siendo este medio el mds selectivo, pero dando recuentos menores (67). Estos
resultados son confirmados por ELLEN y col. (65).

En vista de los inconvenientes que presentaba el medio MSB se intentaron
describir nuevos medios selectivos que solucionaran estos problemas. LINKE
describe, en 1977, el agar MSFA, este medio contiene manitol y sorbitol, pudiendo
S. mutans utilizar dichos azicares, distinguiéndose por la morfologia de las colo-
nias. Estas eran rosas o rojas y otras tenfan un color azul o pirpura, brillantes, con
apariencia semejante a cristal mate, y otras eran semejantes a frambuesa. El agar
MSFA no inhibe el crecimiento de ningiin serotipo, pero no es un buen medio selec-
tivo ya que permite el crecimiento de aquellos microorganismos que puedan

metabolizar el manitol (148).

En 1983, VAN PALENSTEIN HELDERMAN modifica el medio descrito
anteriormente por IKEDA (BCY), afiadiéndole un 20% de sacarosa y 0.1 U/ml de
bacitracina, obteniendo muy buenos resultados (245). Este medio serd modificado
a su vez por SCHAEKEN y col. en 1986, aumentando la concentracion de

bacitracina a 0.2 U/ml. Los resultados obtenidos le dan ventajas sobre el agar MSB,
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obteniendo recuentos mds altos, y la posibilidad de distinguir los serotipos "d"y "g"
de S. mutans de los otros serotipos. Aunque es necesario realizar nuevos estudios,
podria desplazar al agar MSB (203). En este medio las colonias pueden ser rugosas,
con tipica morfologia de cristal esmerilado, o bien lisas color blanco briliante y

superficie aterciopelada, bajo la colonia se ve, a menudo, un halo blanco.

Otros medios han sido descritos recientemente, tales como el agar GSTB en
1984, que contiene: glucosa, sacarosa, telurito potdsico y bacitracina, siendo este
- un medio que aunque obtiene buenos resultados, parece complicado de preparar
(229).

1.2. CLASIFICACION Y CRITERIOS DE IDENTIFICACION.

Las cepas de S, _mutans aisladas a partir de humanos y varios animales son
generalmente similares en base a diversas caracteristicas fenotipicas. Fermentan el
manitol y el sorbitol, ademds de otros aziicares comunes. Sintetizan glucanos
hidrosolubles a partir de la sacarosa, y requieren dientes o tejidos duros para la
colonizacion bucal. No obstante, cuando son analizadas serolbgica, genética y
bioquimicamente cepas de distintas fuentes, muestran gran heterogenicidad. Desde
el punto de vista antigénico, las cepas de S. mutans presentan una gran
variabilidad, estando divididas actualmente en ocho serotipos designados desde la
"a" ala "h" (96).

Ademds de una clasificacion seroldgica, las cepas de S. mutans pueden ser
clasificadas segiin la composicién y secuencia de bases de DNA. COYKENDALL,
en 1971, encontré que desde un punto de vista genético, S. mutans presenta una
marcada heterogencidad, y describié cuatro grupos genéticos distintos dentro de la

especie (44). En 1974 amplia sus investigaciones y relaciona los cuatro tipos
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~ genéticos previamente descritos, con determinadas caracteristicas bioquimicas, asi
como con los grupos seroldgicos descritos por BRA TTHALL, proponiendo la
division de S. mutans en cuatro subespecies (45). La clasificacién en genotipos y
subespecies se completa con una nueva subespecie aislada en la boca de ratas sal-
vajes, denominada §. ferus (46). Esta relacidn entre clasificacién seroldgica,
genética y por propiedades bioquimicas ha sido también estudiada por SHKLAIR
y KEENE, quienes proponen una clasificacion bioquimica separando las cepas de
S. _mutans en cinco biotipos haciéndolos corresponder con los cinco grupos
serologicos de BRATTHALL (212).

Teniendo en cuenta los trabajos realizados por estos autores, las cinco

subespecies de S. mutans son:

1. Subespecie mutans, se corresponde al grupo genético 1, reacciona
con los antisueros de los serotipos "c", "e", y "f", siendo la

composicion de la base DNA guanina + citosina 36%-38%.

2. Subespecie rattus, grupo genético 11, reacciona con antisuero del
serotipo "b"; composicién del DNA (G+C} 42 %-44%.

3. Subespecie sobrinus, grupo genético Ill, reacciona con antisueros
de los serotipos "d", "g", y "h"; composicién DNA (G+C) 44%-46%
(12,13). '

4. Subespecie cricetus, grupo genético IV, reacciona con antisuero del
serotipo "a"; composicion DNA (G+C) 42 %-44%.

5. Subespecie ferus, grupo genético V, reacciona con antisuero del

serotipo "c"; composicién DNA (G+C) 43%-45%. Es el tinico que no

se ha podido aislar en el hombre.
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Aunque las clasificaciones descritas hasta ahora son las mds importantes,
conservando actualmente su vigencia, se han realizado otros intentos taxonémicos
(40), como el efectuado por IKEDA y col. en base a la morfologla de las colonias.
En este trabajo se intenta realizar una correlacién entre dicha morfologia y los
grupos genéticos, seroligicos y bioquimicos, ya descritos, de forma que la simple
observacién de las colonias de S. mutans en un medio conteniendo sacarosa nos
orienta, en un primer momento, hacia un diagnéstico mds preciso, pudiendo en

algunos casos indicar la subespecie (112).

Como anteriormente hablamos comentado, algunos autores tales como PERCH
ycol. (190) y SHKLAIR (212), estudian las principales caracteristicas bioquimicas

de las subespecies y genotipos de S. mutans, es precisamente en estas caracteristicas

en las que nos basamos para establecer un diagndstico, en primer lugar de esta
especie para diferenciarla de aquellas que pueden crecer en los medios selectivos
como el MSB (cuadro n° 2) y en segundo lugar distinguiendo las distintas sub-

especies reconocidas en la actualidad.

Cuadro 2. Esquema de identificacion de estreptococos orales.

Manitol Sorbitol Rafinosa Inulina Sacarosa Arginina m
S. mutans + + + + + . +
S. sanguls [ - - - + + + +
S. sanguis 11 - - + - + _ .
S._mitior - - - - + - -
S, milleri - - - - + + +
u S, sallvarius - - + + + - +

11
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Este método de identificacion bioquimica ha sido muy utilizado debido a que
para la mayorta de los laboratorios, la preparacién de antisueros especificos es
costosa y lleva mucho tiempo, de forma que han llegado a desarrollarse micro-

métodos bioquimicos para caracterizar las cepas de S. mutans, como es el descrito
por OLDERSHAW y col. en 1982 (189).

1.3. METABOLISMO DE LA SACAROSA.

El sustrato mds importante para la bacteria oral S. mutans con respecto a su
papel como agente etiolégico del proceso carioso es un disacdrido que se consume
de forma habitual en la gran mayorfa de la poblacién humana : la sacarosa (199).
Este carbohidrato esta compuesto de una unidad D-glucosa y otra unidad D-fructosa,

tal y como se puede observar en este esquema (163):

CH_OH
2 a
o HOCH
OH o OH
oM CH OH
oH OH

D - GLUCOSA D - FRUCTOSA

Este disacdrido va a tener una gran importancia, ya que no sélo es utilizado
como fuente primaria de energla, sino que permite el inicio de reacciones
bioquimicas adicionales responsables del potencial cariogéno de esta bacteria. Las

vias involucradas en el metabolismo de la sacarosa son tres:
1. Produccién a partir de dicho azicar de polimeros hidrocarbonados
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extracelulares adhesivos, por enzimas extracelulares ligadas a la célula.

2. Transporte de la sacarosa al interior de la célula seguido de fosforilacion
y utilizacién de energfa por medio de la via glicolftica, conduciendo

Jundamentalmente a la produccién de dcido ldctico como producto final.

3. Utilizacién de los metabolitos intermedios de la sacarosa (glucosa y
Jructosa) para la sintesis de polisacdridos intracelulares que proporcionan un

reservorio de energia (181).

A continuacion iremos describiendo estos productos metabélicos, ast como las

enzimas necesarias para que, estas vias puedan llevarse a cabo.
1.3.1. SINTESIS DE POLISACARIDOS.

La sintesis de polisacdridos extracelulares (PSE) a partir de la sacarosa que
" no emtra en la célula, es llevado a cabo fundamentalmente por dos enzimas:
glucosiltransferasa y fructosiltransferasa, encargadas de sintetizar respectivamente
glucanos y fructanos. GIBBONS y VAN HOUTE en 1975, recogen los trabajos de
diversos investigadores observando que, en presencia de sacarosa, S. mutans forma
colonias que se adhieren a superficies duras, cristal, o incluso esmalte dental, siendo
los polisacdridos extracelulares los responsables de ésta particular caracteristica.
Esta propiedad jugard un papel importante en la ecologla y patogenicidad de dicho

microorganismo (87).
S, _mutans es el dnico microorganismo de la cavidad oral que tiene la

caracteristica de producir dos tipos de glucanos, y ademds algunas de sus cepas

Jructano. Los dos tipos de polisacdridos de glucosa sintetizados por la polimerizacién

13
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de las mitades glucosa de la sacarosa son llamadas “dextrano” y "mutano” .

Hoy dla sabemos que los dextranos contienen predominantemente eslabones
a (1,6) y un ramificado de o (1,2}, « (1,3) y « (1,4) en menores proporciones. Este
polimero o (1,6) tiende a ser mds hidrosoluble y degradable por enzimas producidas
por algunas bacterias de la placa que los mutanos, estando formados estos ultimos
por un niicleo de eslabones « (1,3) en forma de largas cadenas y ramas en posicién
« (1,6). Estos polimeros son menos hidrosolubles que los dextranos y constituyen
una parte importante de la matriz fibrilar de la placa. Parece ser que la alta
proporcion de eslabones o (1,6), es la responsable de la naturaleza insoluble de este
polimero. Estas dos clases de glucanos, aunque presentan un predominio o (1,3) 0
o (1,6), contienen mezcla de los dos tipos de eslabones, presentando dificultad para

definirlos quimicamente (181, 92).

Ademds de los glucanos se pudo observar que ciertas cepas sintetizan
JSructanos a partir de la sacarosa, creyéndose en un principio que se trataba de
eslabones o (2,6), aunque hoy dia se ha confirmado que son eslabones § (2,1). Los
Jructanos, a diferencia de los mutanos, son muy solubles y pueden ser descompuestos
por las bacterias de la placa, sirviendo en mayor medida como reservorio de
aziicares (181). Como ya hemos sefialado, no todas las cepas de S. mutans producen
Jructosiltransferasas, hoy dia se conoce que solo cepas de las subespecies rattus y

mutans pueden hacerlo (143,235).

Orro polfmero extracelular que se encuentra en los cultivos de S._mutans es

el dcido lipoteicoico, que se localiza, o bien como componente de la pared celular,
o extracelularmente en un gran niimero de especies bacterianas Gram-positivas,

incluyendo todos los serotipos de S, mutans (161).

Estd compuesto por un glucollpido covalentemente unido a un dcido glicerol

teicoico al que puede estar adherida una mitad hidrocarbonada (181). El papel que
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puede jugar no estd completamente avalado por estudios experimentales, aunque
parece evidente que juega un importante papel en la adherencia bacteriana, ya que
se trata de un polfmero anidnico que influye en que la bacteria esté cargada
negativamente en la pared celular. Por otra parte, polimeros derivados de la saliva
se adsorverfan sobre las superficies de los dientes formando una pelicula
glucoproteica cargada negativamente. Hoy dia se sugiere la formacion de un puente

divalente catibnico (que podria ser el calcio) entre las dos superficies cargadas
(163).

LU\ (- +Ca+ (-)

(=) +Ca+ —(-)

(-)

+GCa~

()

PELICULA
BACTERIANA ADHERIDA
AL ESMALTE

Las enzimas responsables de la sintesis de polisacdridos extracelulares son
llamadas glucosiltransferasa y fructosiltransferasa (GTasa y FTasa) y actian
catalizando las siguientes reacciones:

n sacarosa <=2 _>  (glucosa), + n fructosa
en la formacion de glucanos, y

n sacarosa %2> n glucosa + (fructosa),
cuando se forman fructanos.

El equilibrio de estas reacciones es casi irreversible hacia la derecha, y dichas
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enzimas son formadas constitutivamente (la presencia del enzima es independiente
de la del sustrato principal: la sacarosa). Las moléculas de enzimas se encuentran
extracelularmente o en la célula y son muy especificas para la sacarosa teniendo un
bajo Km, lo cual indica una gran afinidad entre enzima y sustrato. El pH 6ptimo

tiene un amplio intervalo entre 5.2 - 7.

Tanto la GTasa como la FTasa han sido aisladas y purificadas a partir de
" diversas cepas de S. mutans. En alguno de estos estudios se ha evidenciado que la
actividad de la enzima se manifestaba de multiples formas, y se observé que los
glucanos insolubles eran catalizados por fracciones enzimdticas de alto peso
molecular, mientras que los glucanos solubles en agua eran sintetizados por

Sfracciones de bajo peso molecular (181).

Algunos autores empiezan a observar la presencia de dos tipos distintos de
GTasa, y sugieren que estas enzimas son de naturaleza glucoproteica (145). CIARDI
y col. confirman en 1977 la presencia de dos GTasas, una responsable de la sintesis
de glucanos insolubles, y otra de los solubles; asi mismo parece ser que estos
lltimos pueden servir de sustrato para la sintesis de glucanos insolubles. Sin

embargo no todo parece ser asf de sencillo en la actualidad.

En 1983 SHIMAMURA y col. observan una tercera GTasa diferente a las
anteriores en una cepa del serotipo "g", y ésta situacién se amplia a cepas de otros
serotipos tales como el "a"y "d"; incluso se empieza a hablar de una cuarta GTasa
(TAKEHARA, 1984). Los ultimos trabajos realizados en este sentido se dirigen a
la purificacién y caracterizacion de distintas GTasas de diferentes serotipos, como
los estudios realizados por HAMADA y col. en 1987 (97) y KUMADA y col. en el
mismo afio (143).

La gran importancia de las enzimas que intervienen en la sintesis de

polisacdridos extracelulares, fundamentalmente de los glucanos, se ha demostrado
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claramente en los estudios realizados con cepas mutantes de S, mutans, las cuales

presentan con mucha frecuencia una defectuosa produccién de GTasa, y en otros un
exceso de ésta. En el primero de los casos éstas formas eran avirulentas en ratas
gnotobidticas (226), y en segundo daban lugar a formas hipercariogénicas (171). Es
por ello que muchas de las investigaciones encaminadas a la prevencion de la caries
tratan de interferir la sintesis o la actividad de estos enzimas. Citaremos a modo de
ejemplo, los trabajos realizados en 1986 por TAKADA y FUKUSHIMA sobre la
influencia de diversas sales sobre la sintesis de GTasa (225), 6 las realizadas por
KOZAI y col. y SODERLING y col. en 1987 que estudian la inhibicion de la
produccioén de polisacdridos por dos dcidos (oleandlico y ursélico) y dbs aziicares

{sorbitol y xilitol) respectivamente (139,214).

Ademds de la sintesis de polisacdridos extracelulares, las cepas de S. mutans
tienen la capacidad de producir y almacenar polisacdridos intracelulares a partir de
varios azucares cuando éstos estdn en exceso, lo cual contribuye a aumentar el
poder patégeno de este microorganismo. Parece ser que éstos polisacdridos son la
Juente de dcido cuando los aportes externos de aziicar no son suficientes o faltan por
completo. Los polisacdridos intracelulares son del tipo glucégeno y amilopectina
(181).

Antes de describir el metabolismo glucidolitico de S. mutans expondremos
brevemente algunos aspectos de una enzima sintetizada por este microorganismo y
que afecta a la sintesis de los polisacdridos extracelulares; nos referimos a la
glucanhidrolasa o dextranasa, enzima que interviene en la degradacion de glucanos.
Parece ser que la heterogeneidad estructural de muchos glucanos puede ser el
resultado de la accién enzimdtica combinada de la GTasa y la endoglucanasa o
dextranasa, encontréndonos una fuerte correlacion entre la actividad glucanhidrolasa

y el porcentaje de glucanos insolubles sintetizados "in vitro" (71).
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1.3.2. PRODUCCION DE ACIDO.

La vfa que utiliza S. mutans para el metabolismo de los azicares es la
glucolftica, considerdndose como fermentadores homoldcticos ya que convierten mas
del 90% del carbohidrato en dcido ldctico; esto ocurre fundamentalmente en
presencia de un exceso de glucosa, mientras que cuando la fuente de glucosa es

limitada produce canridades significativas de dcido formico y acético (239).

La principal fuente de energla durante el crecimiento de S. mutans es la

sacarosa, y sélo una pequefia cantidad de ella es desviada hacia la sintesis de
polisacdridos extracelulares, y en menor grado intracelulares. A su vez, a bajas
concentraciones de sacarosa este microorganismo puede utilizar dichos polisacdridos
metabolizdndolos hasta producir dcido ldctico siendo éste un mecanismo que
mantiene la produccién de dcido atin en perfodos de escasez de aziicares, lo que
aumenta el potencial cariogénico de dicha bacteria. Si comparamos la disminucién
de pH producida por distintas bacterias cuando crecen en un determinado medio, las

colonias con el pH terminal mds bajo son las de 8. mutans (181}.

Hoy dia se sabe que este microorganismo utiliza la sacarosa a velocidad
significativamente mayor que otras bacterias tales como S. sanguis, S. mitis, 0 A.
viscosus (174) y esto parece ser debido a que tiene dos mecanismos de transporte,
operando uno de ellos en condiciones normales y otro en casos de cantidades

elevadas de sacarosa y pH mds bajo.

En condiciones de crecimiento lento, el transporte de aziicar es mediado por
el sistema fosfoenolpiruvato fosfotransferasa dependiente (PTS) especifico para la
sacarosa. Una vez que estd la sacarosa fosforilada es hendida por una hidrolasa

sacarosa-6-fosfato (SPH) dando lugar a glucosa-6-fosfato y fructosa.
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sacarosa + fosfoenolpiruvato 55— sacarosa-6-P + piruvato

sacarosa-6-P SH > glucosa-6-P + fructosa

La sintesis de SPH es independiente del sustrato aunque tiene una gran
afinidad por él, mientras que la PTS puede ser inducida en un medio que contenga
sacarosa (181). SLEE y TANZER observaron que la actividad PTS sacarosa puede
ser inhibida por la rafinosa y la lactosa (213). |

Ademds de este sistema para el transporte de la sacarosa, HAMILTON vy
MARTIN en 1982, estudiando un mutante de S. mutans cepa DROOOI, pusieron de
manifiesto la existencia de una via de transporte alternativa que daba lugar a tasas
de crecimiento rdpidas con exceso de glucosa y a valores de pH bajos. Ellos
sugirieron que esta actividad de transporte alternativa estaba ligada a algo similar

a una bomba de protones, mediada por una ATPasa "expulsora” de protones (99).

Una vez estd la sacarosa en el interior de la célula, S, mutans posee niveles
significativos de invertasa, enzima que cataliza la hidrélisis de las uniones
glucostdicas de la sacarosa dando lugar a cantidades equimolares de glucosa y

Jructosa que serdn metabolizadas a dcido lictico en su mayor parte (144).

Aunque existe una invertasa extracelular, se localiza mayormente dentro de la
célula calibrdndose su peso molecular en 47.000-48.000, y presentando un Km para
la sacarosa de 35-140 mM. Actualmente parece ser que es activado por fosfato
inorgdnico, siendo éste un posible mecanismo de regulacion en el metabolismo de

la sacarosa (181).

Dada la gran importancia del metabolismo glucidolitico de S, mutans en la
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produccién de dcidos en la placa, con la consecuente des:ﬁineralizacién del tejido
dentario, muchas de las investigaciones se dirigen a inhibir o alterar el metabolismo
de los carbohidratos, siendo muy recientes los trabgjos de BROWN y BEST sobre
los efectos de la sacarina en el metabolismo de la sacarosa (25), los de TWETMAN
y col. sobre la interferencia en el transporte de aziicares mediado por la lisozima 6
el importante papel que parece jugar el sistema de la peroxidasa salivar en la

regulacion del metabolisma de los estreptococos orales (232, 159}.

2. PODER PATOGENQO Y VIRULENCIA DE §. mutans.

2.1. CARIES DENTAL: PATOLOGIA.

La caries dental es una enfermedad comin y raramente peligrosa, pero
extremadamente frecuente, que estd presente en casi todas las bocas y que representa

un considerable costo socioecondémico.

Es considerada comiinmente como una enfermedad infecciosa que t::ausa la
destruccion localizada de los tejidos dentales duros debido a los dcidos producidos
por las bacterias que existen adheridas a los dientes. Este efecto puede afectar al
esmalte, la dentina e incluso la pulpa. Clinicamente se caracteriza por un cambio
de color, pérdida de traslucidez y descalcificacion de los tejidos afectados. A medida

que avanza el proceso, se destruyen los tejidos y se forman cavidades (88,163).

Son varios los factares que intervienen en la formacion de la caries dental por
lo que se dice que es una enfermedad multifactorial, Algunos de estos factores son:
la salud general del individuo, afecciones hereditarias, defectos de calcificacion de
los dientes, dieta... Este ultimo es uno de los factores que mds influencia tienen

sobre la aparicion de la caries, pues ejerce una accién decisiva tanto en el proceso
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de calcificacién del diente, como en la posible desmineralizacién del mismo.,

KEYES en 1962, represento en forma esquemdtica los tres factores principales
requeridos para el desarrollo de la caries, como 3 circulos que se superponen
parcialmente (126). Un circulo representa el agente (microorganismo), otro el medio
ambiente (sustrato), y el tercero el huésped (diente). NEWBRUN en 1989 agregé
posteriormente un cuarto factor, el tiempo lo que significa que para que se produzca
la caries, los pardmetros representados por los otros tres circulos deben no solo
estar en funcionamiento al mismo tiempo, sino que el tiempo mismo constituye un

Jactor en el desarrollo de la caries (180).

El esquema siguiente representa, los pardmetros involucrados en él proceso
cariogeno expresando que los microorganismos cariogénicos (los agemés) deben
actuar sobre un sustrato cariogénico para crear un ambiente que favorezca la
produccion de caries, y que este fendmeno se producird durante un periodo en el

cual el diente susceptible (el huésped) serd atacado.

BACTERIA

/N

=
\/

Mds especificamente se puede decir, que la caries dental es un proceso

patolégico provocado por una desmineralizacion localizada de la estructura

21



Introduccion

inorgdnica del diente, seguida de la desintegracion de los componentes orgdnicos,
lo que origina la cavidad dental. Esto implica la existencia de un desequilibrio entre
las fuerzas mineralizantes (accion a través del metabolismo corporal), y las

desmineralizantes que actian en el medio ambiente de la boca.

La verdadera disolucion de la materia inorgdnica de la estructura dentaria es
producida por los dcidos orgdnicos que son subproductos del metabolismo bacteriano
de los hidratos de carbono de la dieta (122). Cuando la concentracion de iones H*
sobre la superficie del diente aumenta como resultado de la fermentacién de los
azlicares o por parte de enzimas bacterianas de la placa dental, la hidroxiapatita del
esmalte comienza a disolverse al igual que hard la dentina en estados posteriores del
proceso de la caries. De una manera simplificada este proceso de descalcificacion

puede representarse segiin la reaccion que tiene lugar a un pH aproximado de 5,5:
Ca;O (POJ6 (0H)2 + 2H+ "_—% 3CG3(P04)2 + Ca++ + 6H2P04- + 2H20

Esta reaccion representa el primer estado de desmineralizacion donde solo la
décima parte del calcio se solubiliza, y si la reaccion no continiia es posible que el
Josfato cdlicico pueda volver a transformarse en hidroxiapatita pues la reaccion es
reversible. Al aumentar la concentracion de i6n hidrégeno, por ejemplo apH = 5.2,
el fosfato tricdlcico se escinde en fosfato dicdicico y agua 'y con pH mds bajo (menor

de 5.0), la apatita se disuelve completamente.

Ca,, (POJs (OH), + 14 H* > [0Ca** + 6 H,PO; + 2H,0

La materia orgdnica es destruida luego por medios mecdnicos o enzimdticos
una vez ha comenzado la desmineralizacion. Con frecuencia a medida que aumenta
la ingestion de azicares, aumenta la formacion de dcidos produciéndose la
desmineralizacion del diente. Cuando la tasa de formacion de dcido y la velocidad

- de desmineralizacién es mayor que las fuerzas tamponantes que determinan la
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- remineralizacién, el esmalte del diente se corroe y finaliza originando la cavidad en

el diente.

En clinica el esmalte sano aparece duro y brillante; consiste en cristales de
hidroxiapatita dispuestos de manera ordenada formando prismas y espacios
interprismdticos. Si se produce la disolucion del mineral, los cristales disminuyen y
esto origina un agrandamiento de los espacios interprismdticos. Al incrementarse la
porosidad del esmalte gradualmente, se hace menos traslicido, siendo uno de los
primeros stntomas visibles de la caries, la manifestacion de una opacidad

blanquecina en el esmalte, cldsicamente llamada "lesion de mancha blanca”.

Después de una semana no pueden observarse cambios macroscépicos. A nivel
ultraestructural sin embargo, hay distintos signos de disolucion directa que es el
" resultado de una disolucion parcial de los cristales periféricos individuales que
conducen a un agrandamiento uniforme de los espacios intercristalinos. Un detallado
examen de las secciones del esmalte en microscopico de luz polarizada muestra, un
leve incremento en la porosidad del tejido que indica una pérdida de mineral

extremadamente modesta.

La evolucion de estas lesiones puede ser una lesion del esmalte hacia la
desmineralizacion total o puede producirse una remineralizacion. Esala puede
originarse parcialmente, antes de comenzar la cavitacion del esmalte. Una vez la
lesion estd establecida, no se puede dar un proceso de remineralizacion ni por tanto

tomarse medidas preventivas.

2.2. PAPEL DE §. mutans EN LA CARIES DENTAL.

Existen hoy dia considerables evidencias que implican a S. mutans como el
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agente infeccioso mds importante en la iniciacién de la caries dental (154). Para
llegar a esta afirmacién que parece en sf muy sencilla, son muchos los trabajos e
investigaciones que se han tenido que realizar (156,157). Nos basamos en amplios
estudios efectuados en animales experimentales, mientras que en el hombré solo se

han podido realizar, como es obvio, estudios epidemiologicos.

La primera experiencia transcendental fue la de ORLAND y col. en 1954,
demostrando que las ratas libres de gérmenes no desarrollaban caries aiin cuando
eran alimentadas con dietas que producian dichas lesiones. Desde entonces han sido
' numerosos los trabajos realizados con distintos animales provocando caries dental
utilizando distintas cepas de S. mutans. Se demostré que este microorganismo
generaba en casi todos los casos caries en superficies lisas y en fisuras del diente
del animal tratado (171), pudiéndose observar que los niveles de S. mutans estaban
correlacionados con la caries. Otro factor importante que fue aclarado ha sido la
influencia de la dieta en las lesiones de caries, ya que ésta afecta al potencial
patdgeno de los microorganismos, demostrdndose que la sacarosa era el aziicar mds
cariogénico (228,188). |

Como ya habiamos comentado, la relacién de S, mutans con la caries en el
hombre tiene tinicamente una base epidemiologica. En 1974, GIBBONS y col.
estudian la colonizacién de las superficies proximales en los molares de nifios entre
9y 13 afios de edad, observando que el niimero de superficies infectadas con S.

 mutans estd relacionado con la experiencia de caries de esa poblacion (85).

En 1975, LOESCHE y col. observan que hay una asociacion significativa
entre los niveles de §. mutans en placa y caries (p<0,001), mientras que no existla
correlacion con los niveles de dicho microorganismo en la saliva. Esta ultima
afirmacion serd discutida por posteriores investigaciones, como la realizada en 1981
por KOHLER y col. que relacionan los niveles de S. mutans en saliva con la

prevalencia y proporcién de este microorganismo en superficies seleccionadas
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(151,132). Siguiendo cronolégicamente algunos de los estudios realizados, es
importante citar que el aumento de susceptibilidad a la caries observado en pacientes
con xerotomia debido a la irradiacion de cabeza y cuello se asocia a una elevada
proporciéon de S. mutans en placa interproximal. As{ mismo, en pacientes con
- bandas de ortodoncia, los niveles de 8. mutans en placa fueron superiores para

aquellos con una prevalencia de caries menor,

Los estudios que relacionaban la prevalencia de caries con los niveles de S.
mutans en placa y saliva fueron completados con otros trabajos que realizaban un
seguimiento de la incidencia de caries y los niveles de infeccién de dicho
microorganismo durante un periodo de tiempo determinado. Los resultados obtenidos

relacionaban claramente estos dos pardmetros (29,152,249).

La relacién de la dieta con la caries ha sido mds dificultosa de estudiar en la
poblacion humana, pudiéndose determinar mediante algunas experiencias "in vitro”
(39), o por medio de estudios epidemioclogicos entre los que se pueden citar el
estudio HOPEWOOD en Australia, realizado sobre nifios institucionalizados
alimentados con dietas desprovistas de hidratos de carbono refinados, o el famoso
estudio VIPEHOLM en Suecia, llevado a cabo en un hospital psiquidtrico, en donde
se estudio la influencia de diversos tipos de dieta en seis grupos experimentales y
uno control. Los resultados manifestaron que dietas azucaradas, especialmente
aquellas que contenfan sacarosa, influlan directamente en la actividad de caries
(181).

La relacion de una dieta rica en aziicares, con los niveles de S. mutans en
placa y saliva, ha quedado demostrada por algunos trabajos, como el
KRISTOFFERSSON y BIRKHED en 1987, que observaron una disminucion de este
microorganismo en boca al disminuir los azicares en la dieta durante un periodo de

tiempo de seis semanas (141).
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2.2.1. FACTORES DE VIRULENCIA.

Una vez que ha sido establecida la relacién de S._mutans con la etiologia de
la caries, queda por considerar cudles son los factores ¢ caracteristicas que posee
este microorganismo, que lo hacen responsable de las lesiones de caries. Para
estudiar los factores de virulencia son muy iitiles los trabajos realizados con
mutantes de este microorganismo, los cuales pierden una o mds propiedades
caracteristicas, posiblemente las responsables de los procesos patogénicos, siendo

utilizados como instrumento para analizar dichos mecanismos.

La adherencia de S. mutans a la superficie del diente tiene dos fa.fes: una
- interaccion inicial reversible entre el microorganismo y la superficie del diente, que
es normalmente precedida de la formacién de una pelicula de origen salivar,
debiendo ser dicha interaccion suficientemente firme como para resistir las fuerzas
de flujo salivar y los movimientos musculares que se producen en el hébitat oral; y
otra fase irreversible que depende fundamentalmente del glucégeno insoluble, que
se sintetiza a partir de la sacarosa gracias a la accion enzimdtica de la

glicosiltransferasa (GTasa) (95).

FREDMAN y TANZER aislaron mutantes de S. mutans 6715 que perdian la
capacidad de adherirse a las superficies de alambre, aunque producian cantidades
mayores de glucanos extracelulares solubles; estas cepas sintetizaban menores
cantidades de GTasa extracelular (76,97) y su adherencia a superficies lisas de los
dientes, asf como la capacidad de producir caries en estas superficies, estaba
" disminuida cuando se inocularon en ratas gnotobidticas (227). Sin embargo estos
mutantes si producfan caries en los surcos aunque de menor intensidad. Estos
resultados indicaron que la adherencia producida por la sintesis de glucanos

insolubles a partir de la sacarosa entre la célula bacreriana y una superficie era un
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Jactor importante en la patogénesis de la caries dental (226).

Por el contrario, han sido aislados mutantes que producian niveles elevados
de GTasa, siendo mayor su capacidad de adherirse a superficies duras y por lo tanto
de producir mds lesiones de caries (201). En un trabajo publicado en 1974 por
NALBANDIAN y col. se sospechd que las estructuras filamentosas o fimbrias
denominadas "fuzzy coat”™ o "abrigo velloso" que recubren la superficie de S.
mutans, puedan contener a los receptores de glucanos responsables de inducir la

aglutinacion de dichos polisacdridos.

De esta forma se ha demostrado una clara correlacion entre cariogenicidad,
adherencia "in vitro”, y sintesis de glucanos insolubles por S. mutans. Por esto, un
modo de prevenir la caries dental podria ser la interrupcion del proceso de

adherencia del glucano insoluble a la superficie dental (95).

Sin embargo la sintesis de glucanos no es lo iinico que determina la virulencia.
En presencia de sacarosa . mutans produce grandes cantidades de polisacdridos
intracelulares, los cuales pueden ser metabolizados durante los periodos de tiempo

en que no consumen carbohidratos, siendo éste un importante factor de virulencia.

De igual forma, la gran capacidad que presenta S, mutans para producir
dcido, fundamentalmente deido ldctico, hace que sea uno de los microorganismos
que bajah mds el pH de la placa dental, produciendo una desmineralizacion del
' esmalte dentario. Es por ello que dietas ricas en sacarosa, siendo éste el principal
sustrato para el metabolismo de S. mutans, confieren a este microorganismo una

ventaja selectiva (95,51).

2.3. UTILIZACION DE MODELOS ANIMALES EN EL ESTUDIO DE LA
CARIES DENTAL,
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La caries dental se ha convertido en uno de los principales objetivos de la
investigacién oral, debido a su aumento en los pafses industrializados. Para estudiar
la etiologia de la enfermedad y disefiar métodos efectivos de prevencion se han
utilizado diversas estrategias de investigacion. Por un lado se han utilizado bocas
artificiales, realizadas con diseflos mds o menos complejos, lo cual ha permitido
resolver en parte las dudas planteadas sobre determinados aspectos de este tipo de
alteraciones, como por ejemplo la composicion del ecosistema de la placa y las
interacciones entre sus constituyentes o los productos metabdlicos formados y sus

efectos sobre la superficie del esmalte.

El uso de estos modelos es una estrategia aceptada para trabajar con sistemas
complejos, segiin NOORDA y col. 1986 (185). La estimulacién de algunos de los
componentes del sistema, bajo circunstancias que se aproximen a las condiciones "in
vivo", proporciona la oportunidad de estudiar su efecto sobre el resto de los
componentes del sistema, bajo condiciones estandarizadas, que se aseméjan ala
situacion bioldgica. Su aspecto negativo es que incluso los modelos mds sofisticados

no pueden reflejar la situacion exacta que aparece en una boca humana.

El progreso en la investigacién dental ha sido en parte debido a la utilizacion
de modelos animales. La existencia de diferencias interespecie en los efectos de
- diversas variables ambientales hacen dificil la comparacion entre los resultados
encontrados en animales y en humanos. Pese a ello, la amplia variabilidad en el
niimero y severidad de las caries producidas, hace a este tipo de investigacion
conveniente para probar toda una serie de variables de investigacion y evitar el

exceso de investigacion en humanos.

El uso de la rata como modelo para el estudio de la caries dental estd
plenamente establecido (177), habiéndose reconocido su importancia como sistema
*in vivo" para la evaluacion de la cariogenicidad de los alimentos. Los animales son

a veces inoculados con bacterias cariogénicas, como 8. mutans OMZ 176, y
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Actinomyces viscosus Ny-1 (59), para asegurar la formacién de caries o para

cuantificar su disminucion, cuando se realizan tratamientos anticariogénicos.

2.3.1. EFECTO DE DIETAS CARIOGENAS.

Una aportacion nutricional es de considerable importancia a la hora de
trabajar con modelos animales de caries (183). Si se selecciona una dieta adecuada,
los efectos sobre la caries del compuesto a investigar, serdn mds valorables al poder

considerar un efecto cariogénico local y no una respuesta sistémica indirecta.

Los modelos animales se han wtilizado para estudiar el potencial caripgénico
de diversos alimentos con aziicar (179), asf como el efecto anticariogénico de las
protefnas (117,193), o de los dcidos grasos. La sustitucién del azicar ficilmente
Jermentable, en dulces y otros alimentos por edulcorantes no acidogénicos y/o no
cariogénicos se ha considerado generalmente como una valiosa contribucién a la
prevencion de la caries (106,113,121).

El grado de acidogenicidad de un alimento, de una dieta o de un edulcorante,
puede determinarse por tests microbiolégicos "in vitro” o por medidas del pH de la
placa dental tanto en condiciones "in vivo" como "in vitro". La medida del pH de
la placa como indice de la cariogenicidad de los alimentos presenta algunas
objeciones. La presencia en éstos de diversos factores que reducen o incrementan la
solubilidad del hidroxiapatito de los dientes, puede modificar el efecto de los dcidos
sobre la placa. La demostracion de que un sustitutivo de un aziicar no es caﬁdgeno
debe basarse en pruebas clinicas por lo que es indispensable el mdximo conocimiento
que pueda acumularse en experimentos animales. Este tipo de experimentacion

previa se realiza preferentemente en ratas.
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Segin REYNOLDS y BLACK 1987 (194), el chocolate con leche y los
caramelos son menos cariogénicos que cantidades equivalentes de sacarosa o dietas
con sacarosa lo que confirma los estudios de NAVIA y col. 1983 (179), con
chocolate con leche. En el mismo trabajo se indica que el contenido en protefnas,
Sfosfato y calcio no varié en la saliva de los animales frente a sus controles, por lo
que el aumento de caries en las que consumian sacarosa no debe asociarse a una
disminucion en la proteccién por la saliva, sino a un efecto topico relacionado con
la composicién de las dietas probadas. También sugiere que la protelna (caseina),

y/o la grasa presente en la dieta podria ser responsable de la disminucion de caries.

Se sabe que el almidon gelatinizado por coccion es un sustrato cariogénico
para la rata y la combinacion de almidén y sacarosa en una dieta animal es mds
cariogénica que cada uno de ellos por separado (73). Un requisito para que el
almidon sea cariogénico, es su digestion por la a-amilasa salivar, que produce
cantidades considerables de hidratos de carbono de bajo peso molecular
Jfermentables, lo que demuestra la relacién de su cariogenicidad con el tiempo de

permanencia en la boca.

HARPER y col. 1986 {104}, han evaluado la cariogenicidad de diversos tipos
de quesos, basdndose en la influencia de su textura, tiempo de contacto, as{ como
presencia de grasas y dcidos grasos libres, incremento del aclaramiento salivar (y
de su capacidad tampon), prevencion de desmineralizacién y/o promocion de

remineralizacion por caseina y/o fosfato, calcio.

Desde que se introdujo la dieta caridgena 580 por STEPHAN y HARRIS
1955, y la dieta 2000 por KEYES y JORDAN 1955, ambos tipos en su composicion
original o con diversas modificaciones se han utilizado en multiples estudios sobre

caries en hdmster, ratas, gerbils o ratones.

Aunque ambas dietas han probado su utilidad cient{fica para los experimentos
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sobre caries a corto plazo, no suelen ser muy adecuadas para el estudio de algunos
suceddneos de aziicares (107). La sustitucion de la sacarosa por polioles en
concentraciones superiores al § - 10%, retrasé mucho la ganancia de peso. Los
animales sufren diarreas severas y a menudo no sobreviven el perfodo experimental
por lo que se han investigado otros tipos de dietas para obviar este problema. Estos
autores han descrito ofra dieta base denominada SSP, que ha sido ampliamente

utilizada posteriormente.

Una objecion a estos modelos es que algunas veces impiden el adecuado
crecimiento del animal. Para evitarlo las ratas reciben un suplemento nutritivo que
puede influir en la formacion de caries, lo que afiade una nueva incégnita en estos
estudios. Este método presentd diversos problemas sobre la salud general y la
ganancia de peso de las ratas intubadas, conseguiéndose peores resultados que

aquellos obtenidos en ratas que recibieron un suplemento alimenticio normal, (204).

Las variables nutricionales pueden dar lugar a alteraciones en el esmalte
dental y a cambios en la funcion de las gldndulas salivares. MENAKER Y NAVIA
1974 (170), han indicado que la malnutricion proteica incrementa la susceptibilidad
- a la caries y origina una marcada disminucion en el peso de las gldndulas salivares,

contenido de proteinas y volumen de saliva estimulado por pilocarpina.

Un flujo salivar disminuido puede afectar no sélo a la ingesta de alimentos y
de agua, sino también a la extension del tiempo de comidas, a la retencién de los
alimentos, a cambios microbioldgicos y a cambios en la maduracion del esmalte,
Sfactores todos ellos que aparecen asociados con la caries. También REYNOLS y
DEL RIO 1984 (193), han indicado que las ratas con una concentracion de
proteinas disminuida en saliva estimulada por pilicarpina, presentan un incremento

en su susceptibilidad a las caries.

Se han diseflado mdquinas y dispositivos para controlar la frecuencia de las
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comidas y estudiar su efecto sobre la caries (137). Esta técnica de alimentacion
- programada se realiza usando una mdquina alimentadora que hace accesible a los
animales cantidades preestablecidas de dieta a intervalos determinados lo que

incrementa el control y flexibilidad de dicho tipo de experimentos.

Esto permite estudiar interacciones entre diferentes tipos de alimentos
consumidos en diversas secuencias de administracion, lo que intenta reproducir los
patrones de alimentacién humana. BOWDEN y FIRESTONE (72), han descrito, la
relacion de la caries con la frecuencia de ingestién de aziicar y con los intervalos

de tiempo entre las colonias.

EDGAR y col. 1982 (59), estudiaron el posible efecto anticariogénico de la
adicion de quesos y cacahuete a una comida base. Para ello aplicaron 22
comidas/dia de dieta 2000, de las cuales 12 eran de queso o cacahuetes, en los
" respectivos grupos experimentales. El queso dio resultados positivos, mientras que
los cacahuetes no; posiblemente porque fueron administrados en polvo. En este
trabajo se describe que los animales que solo recibieron dieta 2000, aparecieron
subalimentados cuando se compararon con los que recibieron queso o cacahuetes,
aunque han comprobado que la alimentacion "ad libitum” con dieta 2000, implica
un crecimiento mds rdpido y un mayor indice de caries que el visto en este estudio.
El efecto cariostdtico esta acompafiado por una reduccion en el niimero de §S.
mutans.

Diversos autores han utilizado la dieta 2000 cldsica sin que se prc;duzcan
problemas en los animales wtilizados. HATTAB en 1984 (105} estudio en ratas, el
efecto de la aplicacién topica de alginatos con fluoruro, o de fluoruros y

clorhexidina sobre la caries dental frente a placebo, siendo ambos tipos de

tratamientos efectivos en la prevencién de la caries.

AFSETH y col. 1984 (2), han estudiado en ratas el efecto de aplicaciones
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tépicas de ién ciiprico en combinacion con fluoruros presentes en el agua de bebida,
lo que incrementa considerablemente el efecto cariostdtico obtenido para cada uno

de ellos por separado.

GRON y col. 1987 (91), usando syrian hdmster han realizado comparaciones
entre la diferente efectividad de repetidas aplicaciones tépicas FNa o FNH, en

diferentes condiciones de aplicacion de ambos derivados del fliior.

A veces se han wiilizado dietas incluso mds ricas en sacarosa, como la dieta
Stephan 580, que contiene un 10% de sacarosa mds que la 2000, (sacarosa 66%,
leche en polvo 32%, polve de higado 2% y fluoruro 25-30 mg/kg.), y ha sido usada
por LORMEE y col. 1986 (155), para el estudio morfolégico e histoquimico de las
caries presentes en la dentina.

Otras veces se han utilizado variantes de la dieta 2000 con menor contenido
de sacarosa, como la 2022 que contiene 28% de sacarosa y 28% de glucosa, para
el estudio de varios tipos de antisépticos orales sobre la formacion de la ﬁlaca yel
consecuente desarrollo de la caries en ratas, habiéndose observado una disminucion

del niimero de caries.

3. Streptococcus mutans Y PREVENCION DE LA CARIES.

No hay duda de que la caries es una infeccion, sin embargo el enfoque que se
le ha dado ha variado a lo largo del tiempo. Para MILLER, autor de la teoria
- quimioparasitaria, la placa dental es considerada como una estructura patégena no
diferencidndose de un individuo a otro, lo cual nos llevaria a pensar que el iinico

controi posible de la enfermedad estarfa en la eliminacién mecdnica.

33



Introduccién

Actualmente recibe mds apoyo y credibilidad la hipétesis sobre la placa
especifica. De acuerdo con dicha hipétesis, la mayoria de las lesiones son debidas
a especies bacterianas especlficas. Esto nos sugiere el desarrollo e implantacién de
procedimientos preventivos, que en el caso de las lesiones de caries apuntan a S,

mutans por ser el microorganismo con mayor poder patogeno (181).

En el amplio campo de la prevencién, S. mutans estd implicado en dos
sentidos: uno de ellos es la utilidad de dicho microorganismo en los test de control
de la actividad de caries (66), y el otro consiste en los métodos wtilizados hoy dia
para prevenir la colonizacién de las superficies dentales por S. mutans. Nos
referimos a agentes antimicrobianos tales como los antibidticos, antisépticos,

enzimas y como no, al estado actual de una posible vacuna contra la caries (51).

El control de actividad de caries es considerado de gran valor para
seleccionar los grupos de riesgo en grandes muestras de poblacion. Esto permite la
aplicacién adecuada de diversas medidas preventivas. Han sido por tanto, muchos
los tests de actividad de caries que se han venido utilizando desde los aflos
cincuenta. Actualmente se estdn utilizando tests como la evaluacién de la capacidad
~ buffer de la saliva (77), o la cuantificacién de . mutans. La importancia de los
recuentos de este microorganismo en saliva se debe a quel estén corroborados por
estudios epidemiolégicos que sefialaban que el aumento del porcentaje de S. mutans

en la saliva estaba en funcion con el incremento de caries.

En 1978, KLOCK y KRASSE (129) comparan diversos tests de actividad de
caries encontrando que solo la frecuencia de caries y los niveles de S. mutans en
saliva mostraban una correlacion significativa con la actividad cariogenica.
KOHLER y col. 1981 (132}, observan una relacion entre los niveles de S, mutans
en saliva y la prevalencia de dicha bacteria en las superficies dentales, encontrando
que la infeccion de esta especie precedié al desarrollo de lesiones de caries. Estos
resultados fueron confirmados por ZICKERT y col. en 1983 (259), ilustrando de
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esta forma el valor del tratamiento antimicrobiano y por STECKSEN-BLICKS en
1985 (221). |

Como se sabe hay una serie de agentes antimicrobianos que son utilizados
actualmente para prevenir la colonizacion de las superficies dentarias por S.
mutans. Dentro de estos agentes citamos la clorhexidina, yodo, antibidticos, enzimas
y agentes inespecificos como los fluoruros (248). A continuacion estudiaremos el

estado actual del agente antibacteriano elegido en este estudio.
3.1. FLUOR.

Con las investigaciones de la reaccién entre el fluoruro de calcio y el dcido
sulfiirico, fueron MARGGRAF en 1768 y SCHEELE en 1771 quienes informaron
que esta reaccion tenia como resultado la liberacion de un dcido gaseoso y es este

ultimo quien merece el crédito del descubrimiento del flior.

En 1886 MOISSAN logré liberar el fliior gaseoso por primera vez a través de
la electrélisis del dcido hidrofludrico en una célula de platino y a partir de 1930

comenzaria la mayor parte de la investigacion sobre este elemento.

Fue CHURCHILL en 1931, quien establecio con rigor la relacion caries-flilor.
Las investigaciones ulteriores en animales de experimentacion confirmaron el hecho
de que no sélo el fluoruro era responsable del fenémeno de fluorosis dental, sino que
el efecto se producia efectivamente durante el desarrollo, que coincide con el perfodo
© de formacion del diente (191).

DEAN comenzé en 1942 una serie de investigaciones para establecer la

relacién entre la concentracion de flior en el suministro de agua y la prevalencia
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de fluorosis dental, y los resuitados indicaron una relacion directa entre ambos
Jactores, aumentando la gravedad de fluorosis dental con las mayores

concentraciones de fluoruro en el suministro de agua comunal.

RUSSELL y ELVOVE en 1951 informaron que la presencia de fliior en el
agua de consumo durante el perfodo de formacién del diente produce una marcada
disminucion en la prevalencia de caries dental, estando el grado de efectividad
" directamente relacionado con la concentracién de fluoruro hasta por lo menos
alrededor de 1,5 ppm. Asimismo HODGE y SMITH en 1954 notaron que habia una
incidencia de fluorosis dental, asociada con la concentracion de fluoruro en el agua
de consumo de menor de aproximadamente 2 ppm. Los beneficios preventivos del
fluor aumentan con el incremento de la concentracion de fluoruro en agua hasta
aproximadamente 1,5 - 2 ppm por encima del cual no se evidencian mds aumentos

en el grado de proteccion (191).

Estudios sobre las dosis t6xicas del flior, establecen como dosis letal aguda
en humanos de 2,5 a 5 gramos o aproximadamente de 5 a 10 gramos en el caso de
Sluoruro de sodio (195,252).

" 3.1.1. MECANISMO DE ACCION DEL FLUOR.

El flior es un agente antibacteriano inespecifico que ejerce un efecto
inhibitorio sobre los procesos enzimdticos bacterianos involucrados en el
metabolismo de los hidratos de carbono (102,103,181). Hoy dia se consideran tres

mecanismos de inhibicion de caries por fliior y normalmente mds de uno de ellos esta

implicado:
1. Incremento en la resistencia del esmalte a la solubilizacién por dcidos como
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resultado de un aumento de la concentracion de fliior en ia supetficie externa
del esmalte (1,64).

2. La capacidad del flilor para remineralizar esmaltes desmineralizados.
3. Efecto antibacteriano en el crecimiento de la placa, sintesis de glucano,
produccién de dcidos y polisacdridos extracelulares necesarios para la

adhesion de la placa a la superficie dental y solubilidad de los depésitos de
Josfato cdlicico dentro de la placa (11,62).

3.1.2. TRATAMIENTOS FLUORADOS EN LA PREVENCION DE LA CARIES.

En la interaccién dcido-diente susceptible-microorganismo acidogénico, la

prevencién de la caries puede intentarse mediante dos tipos de enfoques:
1. Incrementando la resistencia de los dientes a la disolucién. La ingestion de
Sldor produce una acentuada reduccién de la incidencia de caries por medio
de la incorporacion de aquel al esmalte en formacion, que por ese mecanismo
se hace mds resistente al ataque cariogénico. La fluoracion de las aguas de

consumo es el método mds prdctico para proporcionar flior a la poblacion.

2. Previniendo la formacioén o procediendo a la eliminacion inmediata de los

agentes que atacan el medio dental.
Exiten dos formas de administrar el fliior que son las siguientes:

* Fluoruros por via general.
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Con el nombre de terapia sistémica con fliior, se conocen una -serie de
procedimientos por su ingestion en particular durante el periodo de formacion de los
dientes. Esto es, la fluoracion de las aguas, aunque existen otras vias de
administracion sistémica de flitor, como la adicion de éste a la leche, cereales, sal

y el uso de pastillas y soluciones de flior.

Hace casi 50 afios, DEAN y col. 1942, demostraron una relacion inversa
entre la concentracion de fliior en agua de bebida y los datos sobre caries en nifios,
obtenidos de 21 ciudades de Estados Unidos. Desde entonces varios estudios
epidemioldgicos han confirmado la idea de este autor. En todos esos estudios, se
observé una reduccion del 50 % en el nimero de caries por nifio, en poblaciones
que consumian agua de fliior (1ppm). El flior que se ingeria durante la formacion

del diente se incorporaba al esmalte dental ademds de reducir la solubilidad de éste.

Asft pues la fluoracién de las aguas reduce la incidencia de caries en un 50 a
60 %. La concentracién total de fliior en el agua no deberfa ser mayor que la
necesaria para producir la mds débil forma de fluorosis detectable clinicamente en
no mds del 10 % de los nifios. La concentracion necesaria para causar este efecto

es de alrededor 1,0 ppm, reduciendo la caries un 60 % (14).

Desde que se vi6 que la cantidad de flilor que se ingiere con el agua varia con
la cantidad de ésta que se consume, y ésta a su vez con el clima, los investigadores
establecieron una férmula que calculara la concentracién Optima de fliior. Su
aplicacién dié como resultado la recomendacién de una concentracién de 0,7 ppm
para zonas con una temperatura mdxima promedio de 30 grados centigrados y 1,1

ppm para regiones cuya temperatura mdxima fuera de 10 grados centigrados.
Los verdaderos mecanismos responsables de las propiedades cariostdticas del

[fluoruro sistémico, no se comprenden por completo. Generalmente se estd de

acuerdo en que el beneficio es atribuible, principalmente a la incorporacidn del
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fluoruro en la apatita del esmalte durante el periodo de la formacion y maduracioén
temprana de éste. Por esta razon, la influencia benéfica del fluoruro sistémico
provisto como fluoracion comunal frecuentemente ha sido considerado como un

efecto permanente que persiste durante la vida de la denticidn.

Se realizaron cuatro estudios que sirvieron para documentar la seguridad y la
eficacia de la fluoracion comunal, como medio que aportaba una proteccion parcial

contra la caries. Estos fueron:

* GRAND RAPIDS, 1945

* NEWBURGH-KINGSTON, 1945
* BRANTFORD, 1945

* EVANSTON, 1946

Estudios posteriores han aportado que los adultos que han residido en una
zona con agua de consumo fluorado, siguen recibiendo los beneficios de prevencion
de la caries a lo largo de la edad adulta, ademds de los nifios. También, que el
grado de proteccién no se produce por igual en todas las superficies dentales
expuestas, sino que la fluoracién es mds efectiva en la prevencion de las lesiones de

caras lisas y menos en aquellas presentes en puntos y fisuras.
Se entiende que un método eficaz y econdmico para ingerir flilor sistémico es
el uso de aguas fluoradas a una concentracion 6ptima. Esta medida es poco costosa,
no requiere la participacién activa de los beneficiarios y pfoduce una reduccion de
caries entre el 50y 60 %. |

* Aplicacidn tépica de fluoruros.

Esta expresion se refiere al uso de sistemas que contengan concentraciones

relativamente grandes de fluoruro, que se aplican en forma local o tépicamente a las
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caras erupcionadas de los dientes para prevenir la formacién de caries (69,70).

El hallazgo hacia 1940 de que la concentracion mdxima de fliior en el esmalte
se produce en la superficie exterior de este tejido, condujo a la formulacion de la
hipotesis de que soluciones concentradas de fluoruros aplicadas sobre la superficie
- adamantina, deberian reaccionar con los componentes del esmalte y contribuir a

aumentar la reaccion de los dientes a la caries.

Podemos hablar de dos vias para la incorporacion de flior al esmalte. La
primera ocurre durante la calcificacion del esmalte por medio de la precipitacion del
ion de fluoruro presente en los fluidos circulantes juntamente con los otros
componentes de la apatita. La segunda consiste en la incorporacion al esmalte bien
sea parcial o totalmente calcificado de iones fluoruros presentes en los fluidos que

bafian la superficie del esmalte.
* Mecanismo de accidn:

Esta bien documentado que el flior presente en los llquidos orgdnicos
. circulantes, es depositado en tejido calcificados o excretados metabdlicamente
(53,80). La manera en que el flior es incorporado a la porcion calcificada de los

huesos y de los dientes, se demuestra por la siguiente reaccion de sustitucion:

Ca(POJOH), + 2 F < > Ca,,(PO Js(OH),,

Hidroxiapatita Fluorohidroxiapatita

Aunque inicialmente se sugirié que la efectividad del fluoruro de sodio
aplicado en forma t6pica se debfa a la formacién de una ﬂuorohidroxiapbtita, las
investigaciones ulteriores indicaron que si la concentracion de fluoruro agregado a
la solucién de calcio y fosfato se aumenta sensiblemente, se produce una reaccién

diferente que trae como resultado la transformacion de hidroxiapatita superficial en
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fluoruro de calcio (198):

Ca,,(POJs(OH), + 20 F «——> 10 CaF, + 6HPO,; + 2(OH)
Hidroxiapatita Fluoruro

de calicio

Se ha demostrado que el principal producto de reaccién del fluorfosfato
acidulado (APF) en el esmalte es también fluoruro de calcio, aunque hay una mayor
cantidad de fluorohidroxiapatita formada que con los sistemas de fluoruro t6pico
previos. La reaccion quimica del APF con el esmalte puede escribirse de la siguiente

manera.

Ca o(POJs(OH),F + H;PO, —> CaF, + Cayo(PO)s(OH), F,
Hidroxiapatita F. de Fluorohidroxiapatita

Calcio

Se evidencia de lo anterior que el principal producto de la reaccién quimica
con tres de los sistemas de fluoruros tépicos NaF, SnF, y APF es la formacion de

fluoruro de calcio sobre a superficie del esmalte.
Los compuestos de flior en uso que existen son:

1. FLUORURO DE SODIO (NaF). Se usa generalmente al 2 %. La solucion

es estable siempre que se la mantenga en envases de pldstico.

2. FLUORURQ ESTANNOSO (SnF). Se utiliza al 8 y 10 % en nifios y

adultos respectivamente.

3. FLUORFOSFATO ACIDULADO (FPA). Se usa al 1,2 %, tiene
Sfluorfosfato y su pH es muy dcido, cuyo valor es 2,4 lo que facilita la
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movilidad de protones en el esmalte y favorece la formacion de

Sluorhidroxiapatita.

4. FLUORURO DE PLATA (FAg).

5. FLUORAMINAS. Su estructura no clclica de larga cadena rodea al esmalte

y disminuye la fuerza de atraccion de protones que tiene el esmalte.

La consecuencia del uso de soluciones concentradas, es que en lugar de una
reaccion de sustrato en la cual el fliior reemplaza parcialmente los grupos hidroxilo
de la apatita, lo que se traduce en una reaccion en la que el cristal de apatita se
descompone y el fliior reacciona con los iones calcio, formando bdsicamente una
capa de fluoruro de calcio sobre la superficie del diente (109). Afortunadamente, el
Jluoruro de calcio, es menos soluble que la apatita, y esto explica, al menos en sus

lineas bdsicas, los efectos cariostdticos de las aplicaciones tdpicas (200).

Cuando el agente tépico es SnF, los iones flior y estafio reaccionan con los
Josfatos del esmalte y forman un fluorfosfato de estafio que es muy adherente e
insoluble. Estos cristales proporcionan proteccion contra la progresion del ataque
carioso siendo, un factor importante en el efecto preventivo total de este compuesto.
La reduccién de caries obtenida con el uso de SnF y soluciones o geles acidulados

de fosfatos fluorados varia entre 30 y 40 %.

Respecto a la accion de las aplicaciones tépicas, se sabe que éstas producen
una acentuada elevacion del contenido en flior del esmalte superficial, seguida
rdpidamente por una perdida sustancial de dicho fliior hacia el medio bucal (130).
Una parte de este sin embargo, permanece retenida mds o menos permanentemente

"y es a ésta a la que se le atribuye la accién cariostdtica de estas aplicaciones.

La capacidad del fluoruro de inhibir la glicolisis a nivel de la enzima enolasa
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se conoce desde hace tiempo y se ha demostrado que las concentraciones de fluoruro
de sélo 50 ppm interfieren el metabolismo bacteriano (22,230). Aunque el fluoruro
presente en la placa esté en gran medida combinado (y de tal modo no disponible
para la accidn antibacteriana), se disociara dando fluoruro-ionico cuando disminuya

el pH de la placa, es decir se formen dcidos.

La aplicaci6n de estas soluciones hace que la superficie del esmalte sea menos
sensible a los dcidos. El ion flior sustituye a los iones hidroxilo de la hidroxiapatita,
y de este modo se consigue cargar de fluoroapatita las capas externas del esmalte.
El resultado no solo es una mayor resistencia a los procesos de desmineralizacion,
sino ademas, una mayor capacidad de captacién de los iones de calcio de la saliva,

lo cual favorece la remineralizacion.

Finalmente otro objetivo sobre el que debe incidir la prevencion de la caries
es la flora bucal. La higiene oral consiste en eliminar mecdnicamente y/o la placa
dental y para ello se han utilizado detergentes de supetficie, antisépticos, urea y
Jfosfatos de amonio para neutralizar la acidez de la placa, fliior y dextranasas que
despolimerizan los dextranos de la matriz extracelular de la placa. La administracion
_de antibiéticos ha sido objeto de estudios experimentales en los animales; los
resultados son contradictorios en cuanto a su eficacia. En el hombre, el uso local
y prolongado de antibidticos, puede inducir reacciones alérgicas, favorecer el
desarrollo de cepas de resistentes a la penicilina o provecar el crecimiento de

microorganismos indeseables.
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Objetivos

Actualmente existen una serie de evidencias basadas, por una parte en estudios
experimentales realizados sobre animales, y por otra en trabajos fundamentalmente
epidemioldgicos en el hombre que implican a S. mutans como el agente infeccioso
mds importante en el inicio de la caries dental, especialmente en superficies lisas o

no retentivas.

La importancia de la caries dental debido fundamentalmente a su amplia
distribucion por todo el mundo, hace que sea S, mutans uno de los microorganismos
pardgenos mds interesantes a estudiar en todos los aspectos, y sobre todo en aquellos

que puedan estar relacionados de una u otra forma con esta enfermedad.

A la vista de esta breve revision bibliogrdfica creemos necesario realizar un
estudio profundo sobre este microorganismo con el que aportar un mayor
conocimiento de la patogenia de su infeccién sirviendo esto de base para la

aplicacion de futuras medidas preventivas.
Por tanto, los objetivos de este trabajo se han enfocado a:

1. Analizar "in vitro” los principales factores de virulencia de este microorganismo

que intervienen en el inicio de la caries dental, mediante el siguiente estudio:

* Efecto de varios aziicares en el crecimiento de S—mutans y acidogénesis del

medio.

* Estudio de agregaciones bacterianas entre S._mutans y otras bacterias

orales patégenas.

* Evaluar la capacidad de adherencia de S—mutans mediante la determinacion

de los polisacdridos extracelulares producidos.
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2. Estudiar la actividad "in vitro" del fliior frente a S. mutans, mediante la
utilizacion de técnicas estdndar: CMI, CMB y curva de letalidad.

3. Analizar la influencia de diversos pardmetros implicados en el proceso carigénico,
sobre la actividad "in vitro” del fliior: concentracion de aziicar y pH dcido, asi como
la influencia de concentraciones subinhibitorias de fliior en la capacidad de

agregacion y produccion de exopolisacdridos de S. mutans.

4. La creacion de un modelo animal experimental que reproduzca lesiones
cariogénicas mediante el aporte de dietas ricas en hidratos de carbono y que
responda a la accién antimicrobiana del flior administrado bajo dos formas

diferentes.

5. Aislamiento, identificacion y determinacion de recuentos bacterianos de S. mutans

y Lactobacillus a partir de muestras de saliva.

6. Estudiar la relacion existente entre los recuentos bacterianos de 8. mutans en

saliva y la incidencia de lesiones cariogénicas.
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Materiales y Métodos

* MATERIAL Y METODO EMPLEADO EN EL ESTUDIO "in vitro”.

3.1. MICROORGANISMO.

La especie bacteriana wtilizada en este estudio fue Streptococcus mutans
ATCC 25175, cepa procedente de la coleccion espafiola de cultivos tipo del
Departamento de Microbiologia de ia Facuitad de Ciencias Biologicas (Universidad

de Valencia).

3.2. CURVA DE CRECIMIENTO.

La cinética del crecimiento bacteriano de S. mutans, se estudio a lo largo del

tiempo, empleando como medio de cultivo Wilkins-Chalgren (WC).

Se utiliz6 como indculo de partida, un caldo con crecimiento de I8 h.,
obtenido éste al inocular 50 ml de caldo WC con 4 6 5 colonias e incubar
posteriormente a 37°C durante una noche. Se prepararon dos matraces, cada uno
de ellos con 50 mi de caldo WC, a los que se afladié la misma cantidad de indculo
madre, aproximadamente 2 6 3 ml para obtener un inéculo inicial de 10° UFC/ml
en cada uno. La curva se desarrollé en dos etapas, para cubrir las 24 horas de

crecimiento bacteriano:
* Enla 19 fase, se incubd el matraz que abarcaria las 12 primeras horas.

* En la 2% fase, el matraz que habia permanecido en nevera durante las 12

horas anteriores para impedir el crecimiento bacteriano, se utilizé para valorar las
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12 ultimas horas. Con el fin de comprobar el indculo de partida de este segundo

matraz, se sembré una alfcuota en medio Mitis salivarius antes de ponerlo a incubar.

Los matraces se incubaron a 37°C en bafio (UNITRONIC 320 OR) con
agitacion a 40-50 rpm durante las 24 horas y se sembraron allcuotas, tomadas a

cada hora en agar Mitis salivarius para el recuento del niimero de células viables.

La curva de crecimiento de S._mutans se obtuvo por solapamiento de los
resultados obtenidos en cada fase de experimentacion, ya que se partié de inéculos

iguales.
3.2.1. MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios empleados en conseguir el mds idéneo, para obtener un buen
aislamiento y crecimiento de S. mutans, son los que se describen a continuacion. La
técnica no la especificamos ya que se ha expuesto anteriormente y es la misma en
todos los casos. Cada curva representada se realizé dos veces para una mayor

fiabilidad y comprobacién de los datos. Como medios se usaron.

1. Agar Mitis salivarius (MSA). DIFCO.

2. Agar Mitis salivarius suplementado con 20% sacarosa y 200 U/mli
bacitracina (MSB). DIFCO, |

3. Agar Wilkins-Chalgren , enriquecido con un 5% de sangre desfibrinada
de oveja (WC) OXOID.

4. Caldo Shaedler. BECTON-DICKINSON.

5. Caldo Wilkins-Chalgren (WC). OXOID.

6. Caldo BHI. DIFCO.

7. Caldo Todd-Hewitt. DIFCO.
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8. Caldo tioglicolato sin indicador o dextrosa. BECTON-DICKINSON,

Todas las placas se incubaron en atmdsfera de CO, para lo cual se utilizo una
Jarra de Gas-Pack, donde se introducfa una mezcla de gases en las siguientes
proporciones: 95% de N,, 5% de CO, (43,81).

3.2.2. LECTURA DE LOS RESULTADOS.

El control de crecimiento se llevé a cabo utilizando los siguientes métodos:
* Recuento de unidades formadoras de colonias (ufc).

Mediante la técnica de recuento de ufc/ml en placa (41). Con tal fin se
realizaron diferentes diluciones (10°, 10°...) de las alicuotas recogidas cada hora,
segiin el grado de turbidez del caldo. Para el recuento bacteriano se retiraron de
cada matraz 100 ul que se afladian a 9.9 ml. de solucion salina estéril, contenida
en un tubo de ensayo y agitando para homogeneizar la mezcla. Para diluir 10 veces
esta primera mezcla, se retiraron 0.5 ml de la misma y se diluyeron seriadamente
en tubos de 4.5 ml de solucién salina. Cada pase diluia 10 veces el cultivo inicial.
A partir de cada dilucién se tomaron 25 pl, previa agitacion del tubo (vortex) y se
extendieron sobre la superficie de la placa que contenfa Mitis salivarius, mediante
un asa de Drigalsky, incubdndose a 37°C durante 48 h., en armdsfera de CO,.

Cada colonia se desarrollo a partir de una unidad viable formada por uno o
varios microorganismos y se desecharon las placas que no contenfan entre 30-200
ufc/ml., por la posibilidad de obtener resultados no fiables. Contando el mimero de
colonias de la placa se supo el niimero de microorganismos viables existentes en 25

ul de la dilucién que se sembré, y multiplicando dicho niimero por el que indicaba
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el grado de dilucion alcanzado se pudo saber con mucha aproximacién, el nimero

de bacterias presentes en la muestra inicial.
* Espectrofotometria.

La medida de la masa celular se realizé usando un espectrofotémetro
(HITACHI U-1100), y midiendo el valor de absorbancia a una A = 660 nm, frente

a un control que contenfa el medio de cultivo.

3.3. PRUEBAS REALIZADAS CON AZUCARES.

3.3.1. CRECIMIENTO Y CAIDA DE PH.

Se evalud el crecimiento y capacidad de fermentacién de un cultivo puro de

S. mutans ATCC 25175, frente a 6 aziicares diferentes.

El estudio se hizo sobre medio WC (sin aziicar} con una concentracion de
inéculo inicial de 10° ufc/ml en fase logaritmica de crecimiento, al que afiadimos la
solucién de azicar correspondiente. Este previamente se filtré utilizando filtros

Millipore (DIFCO), para adicionar al medio en condiciones asépticas.

Los aziicares se incorporaron al caldo en condiciones limite, correspondiente
a una concentracion final de 1% y solo en el caso de dos aziicares: glucosa y
" sacarosa, afladimos el aziicar en exceso a una concentracion de 10%. Se empled
como control un cultivo sin aziicar, siendo el valor del pH inicial en todos ellos 7.0.
El pH de la mezcla de reaccion, se midio antes y después de la adicion del aziicar.

Estos aziicares fueron:
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Glucosa (MERCK).
Sacarosa (PANREAC).
Manitol (PANREAC).
Lactosa (MERCK).
Xilitol (MERCK).
Sorbitol (MERCK).

Las células que servirfan de inéculo, se preparon previamente haciéndolas
crecer durante 3 pases sucesivos de 8h. cada cultivo, en un medio basal sin sustrato
azucarado. Entre cada cultivo, las células se centrifugaron durante, 20 minutos a
2000 rpm, y el pellet ast obtenido se incorporé nuevamente a un medio fresco. Tal
preparacion del inéculo, se hizo con la finalidad de agotar la posible reserva de
polisacdridos intracelulares almacenados que pudiera interferir en los resultados ex-

perimentales. Durante la cinérica bacteriana, se evaluaron 3 pardmetros:

1. Recuento bacteriano, para determinar el crecimiento celular.
2. Cambios de pH, para determinar la cafda de pH, empleando tiras de pH
(MERCK).

3. Cambios morfoligicos de la bacteria, mediante tincién Gram.

Mediante este ensayo se estimd, el crecimiento de S. mutans en medios
azucarados valorando la capacidad de fermentacion que ejerce la bacteria sobre
cada uno de ellos, y ademds la actividad glicolitica o acidogénesis es decir
capacidad para producir dcidos y que se calcula mediante la calda de pH.
Grdficamente corresponde con el declive originado en la curva de cafda de pH desde

un valor inicial de pH=7.0.

 3.3.2. CAPACIDAD ACIDURICA.
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Este ensayo pretendio investigar la capacidad acidiirica de este microor-
ganismo que se define como la resistencia que muestran las bacterias a ambientes

deidos.

El crecimiento bacteriano se hizo en caldo WC, en este caso modificando el
PH del caldo de crecimiento. Tanto la bajada como la subida de pH del medio se
realizé6 afladiendo HC! IN y NaOH 0.01 N, y comprobando posteriormente que el
PH deseado en cada caso se mantenfa. Se tomé como control un matraz con

pH=7.0.

Se evaluaron en estas condiciones, el crecimiento de S. mutans y también las

posibles modificaciones del pH inicial, como reflejo de la capacidad acidogénica de
_esta bacteria a diferentes pH. Con tal motivo, se midieron recuentos celulares,

cambios de pH y cambios morfoldgicos en la bacteria.

El ensayo se llevé a cabo a pH 6.5, pH 5.0, pH 4.0y pH 3.0. La seleccion
de los mismos se hizo teniendo en cuenta los valores de pH que se alcanzan en

estado de reposo, tras un proceso metabdlico y en placa dental dcida (115).
3.4. ENSAYO DE AGREGACION Y PRODUCCION DE POLISACARIDOS
EXTRACELULARES.
3.4.1. SELECCION DE CEPAS.

El total de las cepas empleadas para establecer el esquema de asociaciones
bacterianas fue de 85, de las cuales 72 fueron aisladas a partir de muestras de

saliva de ratas utilizadas éstas en el estudio "in vive", otras 11 procedifan de

pacientes que presentaron infecciones orales agudas y 2 eran cepas standard
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pertenecientes a colecciones tipo. No obstante, el niimero de cepas aisladas e
identificadas en el estudio fue de 150, aunque se tuvieron gue establecer criterios de
seleccion que disminuyeran el nimero de cepas para que éstas no resultaran
excesivas, se escogieron las especies bacterianas mds variadas con el fin de

conseguir un estudio mds completo.

Del conjunto de bacterias pertenecientes al grupo control estudiado "in vivo"
elegimos 10 y del resto de los grupos tratados fueron 40 para que hubiese
© representacion bacteriana de cada uno de los grupos tratados, siempre elegidos al
azar. En cuanto al resto de cepas anaerobias, se seleccionaron diferentes especies
bacterianas procedentes de aislamientos clinicos y existentes en la coleccién de
nuestro departamento, incluldos en el estudio por tratarse de microorganismos

también presentes en el hdbitat oral e implicados en procesos infecciosos orales.

En los ensayos para determinar la produccion de PSE se emplearon cepas de
S._mutans aislados de ratas Wistar y la cepa control 8. mutans ATCC 25175. La
relacion final de cepas elegidas para realizar ambos ensayos aparecen listados en
el cuadro n° 3 (209,210).

3.4.2. PREPARACION DE LAS CEPAS.

72 de las cepas de 8, mutgns estudiadas para detectar la posible
coagregacion, se obtuvieron a partir de tubos de WC con glicerol al 50% utilizado

éste como medio de conservacion de la coleccion.
Como se encontraban a -20°C fue necesario para aumentar la fluidez del

medio dejarlo durante unos minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este

tiempo, con una pipeta Pasteur estéril, se tomo una muestra del cultivo y se inoculé
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Cuadro 3. Cepas seleccionadas para realizar el ensayo de agregacion y adherencia.

PROCEDENCIA

“ MICROORGANISMO N° CEPAS LOCALIZACION ||
I 8. mutans ATCC 25175 1 Coleccion tipo -
S. mutans 50 Rata Wistar Saliva
S. mitior 2 Rata Wistar Saliva
S. salivarius 10 Rata Wistar Saliva
Prevotella melaninogenicus 1 Muestra clinica Bolsa periodontal
Prevotella loescheii 1 Muestra clinica Bolsa periodontal
Porphyromonas gingivalis 1 Muestra clinica Bolsa periodontal
Veillonella alcalescens 1 Muestra clinica Bolsa periodontal
Fusobacterium nucleatum 3 Muestra clinica Bolsa periodontal
A. actinomycetemcomitans 1 Muestra clinica Bolsa periodontal
B. intermedius 3 Muestra clinica Bolsa periodontal
Lactobacillus spp i0 Rata Wistar ~ Saliva
Actinomyces odontolyticus ATCC 17982 | 1 | Coleccion tipo -
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en tubos con 3 ml de caldo Wilkins-Chalgren. A continuacion se realizé la

incubacion a 37°C, durante 24-48 horas hasta apreciarse crecimiento.

Pasado este tiempo se hicieron aislamientos del caldo de cultivo en medio agar
Mitis salivarius, efectudndose as{ mismo la incubacion a 37°C durante 48 horas en

armdsfera de CO,, para observar contaminaciones y obtener colonias aisladas.

Las bacterias anaerobias se conservaron en leche descremada a -20°C. Se
dieron pases a medios de cultivo adecuados segiin la especie: Agar Rogosa (197)
(para Lactobacillus spp), Wilkins-Chalgren suplementado con 5% de sangre (resto
de bacterias _anaerobias) y agar Mitis salivarius (Streptococcus nutans). La
" incubacion para bacterias anaerobias, se realizo en jarras Gas-Pack, en atmosfera
de anaerobiosis: 85%Ny-10%H ;-5 %CQO,, durante 2-3 dfas a 37°C.

3.4.3. ENSAYO DE AGREGACION.
* Tecnica seguida.

El ensayo se realizo segiin el método de CISAR y KOLENBRANDER (1979)
(37). A partir de cada uno de los cultivos en caldo Wilkins-Chalgren, incubados
durante una noche a 37°C en la atrmésfera correspondiente y previa agitacion para
homogeneizar su contenido, se tomaron alicuotas que se diluyeron en tubos con
solucion salina estéril (10, 10, 107...), se sembraron en los medios adecuados para
cada tipo bacteriano y se realizaron recuentos bacterianos posteriores con el fin de

evaluar el inéculo de partida.
A continuacion, tubos con 5 mi. de cada cultivo de 18 horas, se centrifugaron

3 veces a 2000 rpm durante 10 minutos, realizando lavados sucesivos del pellet en

PBS pH: 7.2; finalmente se resuspendian en un buffer de coagregacion estéril, que
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consiste en disolver 0.001 M TRIS ajustado a pH: 8.0, en 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM
CaCl,, 0.15 M NaCly 0.02% Na;N)} (37).

* Ensayo de agregacién.

La suspension bacteriana as! obtenida se ajusté a una DO = 2.0 con un
espectrofotometro medido a 660 nm que corresponde aproximadamente a 10°° ufc/ml,

inéculo similar en cantidad al de partida.

Cada suspensién se homogeneizé por agitacion en vortex durante 20 segundos
y se mezclaron iguales vollimenes de cada una de ellas (0.3 mi), segin la mezcla de
bacterias deseada. Agitamos los tubos mezcla durante 10 s., se dejaron a
temperatura ambiente 1 6 2 h. y nuevamenie homogeneizamos, permaneciendo en
reposo durante una noche. Como control se utilizo cada suspensioén bacteriana (0.3
mi) con igual cantidad de buffer de coagregacién, para observar posibles casos de

. autoagregacion.

* Lectura.

A las 24 h., tanto en reposo como después de agitar los tubos, se evaluaron

visualmente para detectar la posible formacion de agregados, segiin el siguiente

criterio:
- : AUSENCIA DE AGREGACION (agregados no visibles en la
suspension celular).
+ : AGREGACION APRECIABLE PERO DEBIL (agregados
pequerios y uniformes en suspension).
+ + . AGREGACION PESADA (agregados definidos, fdcilmente

visible auque la suspension permanece turbia sin que éstos

sedimenten inmediatamente).
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+ + + :AGLUTINACION DE LA MAYORIA DE LAS BACTERIAS
(agregados grandes que sedimentan rdpidamente dejando una
pequeRia turbidez en el sobrenadante).

+ + + + . GRANDES AGREGADOS (que sedimentan rdpidamente

dejando un sobrenadante claro).

Cada determinacion se realizé por triplicado y los resultados fueron evaluados
en ciego por dos observadores diferentes. De las suspensiones obtenidas, se tomaron
alicuotas para observarse al microscopio la morfologia de las diferentes cepas

mediante una tincion Gram.
3.4.4. PRODUCCION DE POLISACARIDOS EXTRACELULARES.

La capacidad de producir sustancia mucoide o exopolisacdridos de naturaleza
polisacdrida, es considerado como una propiedad de la bacteria que actia como
factor de virulencia, mediando la capacidad de adherencia bacteriana al esmalte

dental (95). Se evalud la produccion de PSE mediante dos ensayos:
* Determinacién de la produccién de "slime".

Se define la produccién de "slime" como la capacidad de producir la sustancia
adherente. Se utilizé la técnica de "macrométodo en tubo”, segiin fue descrito por
CHRISTENSEN y col. (48}, aunque modificada por nosotros para Streptococcus
mutans. Con el fin de estudiar la produccion de "slime” en tubo, se inocularon las
. cepas en tubos de vidrio que contenian 10 ml. de WC y se incubaron estdticamente
durante 72 h. a 37°C en estufa. Tras la incubacion se vacié el contenido en los
tubos, retirdndolo con pipeta y lavdndolo 3 veces con agua destilada, se dejaron

secar a temperatura ambiente y se fijaron con calor.
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A continuacion se tifieron con 10 mi. de una solucién acuosa de violeta
genciana (MERCK) al 0.1 % durante un minuto y se vaciaron nuevamente dejdndose
secar boca abajo en estufa. Tras este perfodo se valoré la produccion de "slime" en
Jfuncién del grosor de la pelicula formada en la superficie del tubo a las 24, 48 y 72
h. En la prueba, la produccion de sustancia mucoide se expresé como (+) si habla
tincion de la pared del tubo o (-} en caso contrario. Como control se utilizo la cepa
de S. mutans ATCC 25175.

Se establecieron 4 categorias (0+, 1+, 2+, y 3+) en funcion de la capacidad
~de producir "slime”. Cada determinacion se realizé por duplicado en 3 dfas

diferentes. Los resultados fueron evaluados en ciego por 3 observadores diferentes.
* Determinacion de glucano insoluble en agua.

Se empleé la técnica de GHIONE y col. (83) para determinar la presencia de
polisacdridos extracelulares del tipo glucanos de los cuales existen dos tipos: unos

insolubles en agua y otros solubles.

Después de incubar el microorganismo en medio WC suplementado con
sacarosa (en un intervalo de concentraciones finales de 1-10%) los cultivos se
sedimentaron centrifugando a 2000 rpm durante 10 minutos, y lavando 3 veces con
agua destilada para retirar el sobrenadante. Posteriormente se tifié la masa de lo
. obtenido en el "pellet” con una solucion de violeta genciana-etanol al 10%, durante
1 minuto, lavando de nuevo 3 veces con agua destilada. El residuo tefiido se extrajo
con etanol absoluto (PANREAC) y se diluyo a continuacion con agua destilada hasta
el volumen original del cultivo. El ensayo se evalud, midiendo la densidad Optica de
la solucion elaborada en el espectofotémetro a una N = 305 nm. Se utilizé como
control, un cultivo crecido en medio sin sacarosa, de forma que el valor
correspondiente a la tincién absorbida por las estructuras bacterianas ademds de

glucano, se determiné con cultivos de crecimiento bacteriano crecidos en medio sin
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sacarosa. El valor de DO corregido (COD) correspondiente a la produccion de
glucano real de la bacteria, se obtuvo restando los datos valorados en el control. La

produccion de glucano se midié como:
AUSENTE () : COD valor menor de 0.05.
DEBIL (+): COD de 0.05a 0.15.
MARCADQO (++): COD de 0.15 a 0.45.
PESADO (+++): COD mayor de 0.45.
3.5. ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA DEL FLUOR.
3.5.1. ANTIMICROBIANQ.

El antimicrobiano empleado ‘fué el flior en forma de fluoruro sédico,

suministrado por (lab. KIN) en forma de polvo valorado con una potencia del 100%.

- 3.5.2. ESTUDIO DE SENSIBILIDAD: CMI - CMB.

* Manejo del antimicrobiano.

Se pesaron 0.5 g. de polvo valorado y se diluyeron en 20 ml. de agua
destilada estéril, quedando una actividad de 25000 mg/l. Tal volumen se guardo en
viales stock, que se congelaron a -20°C. Estas alicuotas se utilizarian como

soluciones madre, en estudios posteriores.

* Tecnica seguida.
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La determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CM1) de la cepa
control S. mutans ATCC 25175 se realizé por el método de "macrodilucion en
caldo” (146).

Se hizo en caldo Wilkins-Chalgren, al que afiadimos la solucion de
antimicrobiano, para ello se preparé una bateria de tubos con 1 mi. de caldo de
cultivo a excepcion del tubo inicial que llevaba 2 ml. y la concentracion de an-
timicrobiano. A partir de éste se pasé 1 ml. de un tubo a otro hasta compfetar la
serie y a continuacidn se afladio 1 ml. de indculo bacreriano obtenido de un cultivo
puro de 18 h. en caldo Wilkins-Chalgren que se diluyé hasta alcanzar la
* concentracion adecuada de 10°-10° ufc/mi, ajustando la turbidez con la escala de

McFarland. Se incluyé un tubo control sin antimicrobiano.

Se considera como CMI la concentracién de antimicrobiano mds baja capaz

de inhibir un crecimiento bacteriano visible, tras 24 horas de incubacion a 37°C.

La concentracién minima bactericida (CMB) se determiné por subcultivo de
10 ul de cada caldo que no presentaba crecimiento visible, sobre placas de agar
Miris salivarius, que se incubaron en armdsfera de CO, a 37° C. La lectura corres-
pondiente se realizé a las 48 h.

La CMB es el caldo con la concentracion de antimicrobiano mds baja que
inhibe el crecimiento visible en el subcultivo. Se considera éste como bactericida si

el cociente entre CMI y CMB es < 32 y bacteriostdtico e caso contrario (52).

3.5.3. CURVA DE LETALIDAD.

La cinética de la accién antimicrobiana del fliior como fluoruro sédico a lo
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largo del tiempo se estudi6 sobre medio Wilkins-Chalgren, con la cepa Streptococcus
mutans ATCC 25175.

El inbéculo bacteriano inicial fué de 107 UFC/ml, en fase logarftmica de
crecimiento, obtenido de un cultivo de 18 h. en 50 ml. de caldo Wilkins-Chalgren
| que se ajust6é mediente la escala de McFarland. La incubacion se realizé en bafio a
37°C, con agitacién a 50 rpm durante 8 horas. El recuento del niimero de células
viables, ya descrito anteriormente se realizo a cada hora, tomando alicuotas tanto

del control (sin antimicrobiano) como del matraz con flior.

La accién antibacteriana ejercida por el fliior se comparé con un control de
iguales caracteristicas y manipulaciéon. Cada curva se realizé dos veces para una

mayor fiabilidad y comprobacion de los datos.

3.5.4. EFECTO DE ELIMINACION DEL FLUOR.

Paralelamente a esta accién se evalué como afectaba la eliminacion del

Sluoruro sédico del medio de cultivo, sobre el crecimiento de Streptococcus mutans.

El efecto causado al retirar el fluoruro sodico del medio se cuantificé tras 3
horas de exposicién del cultivo bacteriano a la concentracion del antimicrobiano
utilizado. Transcurrido este tiempo, se eliminé el flior del cultivo por el método de
dilucion (90). La dilucién se realizé afadiendo 50 pl de la suspension
antimicrobiano-microorganismo y de los cultivos controles a 50 ml. de medio cultivo
fresco, obteniéndose una dilucion 1/1000. La suspension bacteriana libre de
antimicrobiano se incubé a 37°C en bafio con agitacion. Se determiné el niimero de
microorganismos viables en todos los cultivos, inmediatamente antes y después de

la dilucion y a cada hora después de la eliminacion del fluoruro sédico, hasta que
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se desarrollara una turbidez marcada. Para el recuento bacteriano se retiraron de
cada muestra y a cada hora 100 ul realizando diluciones decimales seriadas en
solucién salina. Posteriormente se sembraron 25 ul de cada solucién en agar Mitis
salivarius. Las placas se leyeron, después de incubar durante 48 h. a 37°C en
atmésfera de CO,.

3.5.5. INFLUENCIA DE DIVERSOS PARAMETROS:

* Efecto de concentraciones de aziicar.

Se investigd como interferia el fliior en el crecimiento y metabolismo de S.

mutans cuando crecla en un medio enriquecido con aziicar.

Se prepar6 un indculo de 10" UFC/ml en medio Wilkins-Chalgren a pH=7.0,
a partir de un cultivo en fase logaritmica de crecimiento. La glucosa se afladié
asépticamente al medio hasta alcanzar una concentracion final del 10%, finalmente
se incorporé el flilor en una concentracion capaz de inhibir el crecimiento de este
microorganismo, este valor fue el correspondiente a la CMi de Sflidor, cuya solucion
stock se encontraba almacenada en viagles congelados. Como control se consideré
un inéculo de S. mutans en las mismas condiciones de cultivo, sin afiadir

antimicrobiano.

El crecimiento se evalud, sembrando alicuotas diluidas a cada hora en agar
Mitis salivarius e incubando durante 48 h. para determinar el niimero de ufc/ml
segun la técnica descrita anteriormente, también medimos los cambios que se
produjeron en el pH del medio.

* Efecto de pH bgjos.
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Se determiné el crecimiento de S._mutans bajo unas condiciones de pH
definidas, para calcular el efecto que éste ejercia sobre la accién inhibitoria del

Sfliior.

Las células en presencia de flior se suspendieron en medio Wilkins-Chalgren
¥ se separaron 3 alicuotas de un inéculo de S. mutans en fase logaritmica, con una
concentracién final de 107 ufc/ml y se resuspendieron en este medio sometiéndolas
a los siguientes valores de pH: 6.5, 5.0, 4.0. Estos pH se conseguian afladiendo HCI
IN, Un matraz con un inéculo bacteriano, mantenido en las mismas condiciones y
a pH 7.0 es el que se tom6 como conirol. Los recuentos en ufc/ml se valoraron a lo

largo del periodo de incubacion.

*  Efecto de concentraciones subinhibitorias de fliior en la agregacion y

produccién de polisacdridos extracelulares.

Para estudiar el efecto de concentracion subinhibitoria (Sub CMI) de flior,
tanto en la produccién de polisacdridos extracelulares como en la capacidad de
coagregacién se utilizaron los métodos correspondientes a cada ensayo detallados

. anteriormente.

Se realizé una baterfa de tubos que contenia WC como medio utilizado para
crecimiento bacteriano al que afiadimos fliior en un intervalo de concentraciones gue
iba desde el valor de la CMI hasta 1/5 del valor de la misma, para evaluar las
posibles modificaciones respecto de un control sin antimicrobiano. A estos se les
afladié un inéculo bacteriano de 10°-10° UFC/ml. La lectura se realizé a las 24
horas en el caso de la agregacién mientras que la produccion de "slime" se evalud
a las 48 h. por visualizacion directa y la produccion de glucano por

espectrofotometria. Los experimentos se realizaron 5 veces cada uno de ellos.
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* MATERIAL Y METODOS EMPLEADOS EN EL ESTUDIO '"in vivo".

3.1. MODELO ANIMAL.

Se emple6 como animal de experimentacion ratas macho, variedad Wistar,
suministradas por PANLAB S.L. (Barcelona), con un peso medio al destete de 43 gr.
(+ 4). Se caracterizan por ser de talla mediana, albinos y tener una buena tasa de
crecimiento. La edad de pubertad del animal es de 27 + 1,1 dlas, siendo el periodo

de crecimiento a partir del destete, de 19 semanas.

3.2. DIETAS.

Las dietas y componentes empleados en el estudio fueron los siguientes:

¥ DIETA PANLAB, pienso completo para rata-raton cria, cuya férmula es:

Humedad . .......... 12,0%
Proteina bruta . . ... ... 23,9%
Grasa bruta . ........ 4,4%
Fibra bruta . ... ... ... 3,0%
Minerales . . ......... 5,5%
Glucidos .. ......... 50,8%

Valor calorifico (Kcal/Kg) . 3200

* DIETAS RICAS EN HIDRATOS DE CARBONO, comercializadas por

Panlab. Se dieron dos variedades:
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* Dieta "K2000" {con un 56% de sacarosa), cuya composicion es:

Sacarosa . .......... 56%
Leche Spray . ........ 28%
Higado ............ 1%
Lupo .. ............ 6%
Levadura ........... 4%
Luceina deshidratada . 3%
NaCl.............. 2%

* "Fibra Gwar"” (Con un 54% de sacarosa), cuya composicion es igual que

la anterior a diferencia de:

Sacarosa ........... 54%
"Fibra Gwar” . ....... 2%

Estas dietas se administraron "ad libiturm " como vnico alimento en las dos

series de grupos.

* BARNICES DE FLUOR (DURAPHAZ), administrado por pincelaciones con un
contenido de 50 mg NaF/ml. Este fluoruro topico tiene la siguiente composicién (lab.

Kin).

10 mi. de fluor

10 ml. de flior barniz

10 ml. de laca de flior + Calcio
10 cc. de barniz de flior

1 ml. 50 mg fluoruro sédico

1 cc. 50 mg fluoruro sédico
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* AGUA FLUORADA , con una concentracion de 4 mg/{ fluoruro sédico (4 ppm),
administrada como agua de bebida. Durante el tiempo en que fue administrada el

agua fluorada en la proporcion descrita, ésta fue la unica bebida.
3.3. DISENO EXPERIMENTAL.

Para el objeto de nuestro estudio se seleccionaron 7 grupos de ratas Wistar
machos, en niimero de 15 cada uno, con edades de 25 dfas que es prdcticamente el
_final de su crecimiento y se desecharon las hembras para eliminar la posible

influencia hormonal (estrégenos).

Desde los 25 dias, momento en que comienza el periodo de destete de las ratas
(dfa 0), hasta los 3 meses en que finaliza el experimento se mantuvieron en jaulas
de mackrolon de 50x15 cm., en niimero de 5 ratas por jaula. Las ratas se dividieron
en grupo control y grupos de prueba, sometidos a los siguientes tratamientos en su

dieta:

GRUPO 1. Grupo control, alimentado con pienso completo para ratas-cria
mds agua (no fluorada) "ad libitum”. '

GRUPO !, Se le sometié a una dieta rica en hidratos de carbono, dieta
"K2000", que contiene un 56% sacarosa. Esta dieta fue suministrada, junto

con agua "ad libitum”,

GRUPO IIl. Se le sometio a un dieta rica en hidratos de carbono, dieta
"Fibra Gwar" (dieta "K2000" + "Fibra Gwar") y agua "ad libitum”",

GRUPO 1V. Se alimenté con dieta "K2000", aportdndole como agua de
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bebida, agua fluorada, siendo la concentracién de fliior de 4 mg/l,

GRUPO V. Se mantuvo con dieta rica en hidratos de carbono, dieta
"K2000", agua "ad libitum" y ademds fue tratado con barnices fluorados,
dados en forma de pincelaciones y aplicado directamente sobre el esmalte

dental.

GRUPO VI. Se le alimenté con dieta "Fibra Gwar", aportdndole agua
fluorada como agua de bebida, siendo ésta la unica bebida suministrada

durante el tratamiento.

GRUPO VII. Se le mantuvo con dieta "Fibra Gwar”, agua "ad libitum" y
barnices de flior, administrado a modo de pincelaciones. Los dientes se
cubrian con esta mezcla en forma de pasta o barniz usando una torunda de
algodon la cual permitia un buen acceso a la boca del animal y facilité la
impregnacion de los dientes con el barniz; se dié con una periodicidad de una
vez a la semana en cada uno de los dientes y en todas las superficies dentales,

via topica. El barniz se endurecia aproximadamente a los 2 minutos.

Se realizaron valoraciones del estudio en dos momentos del desarrollo del
animal: la primera toma de muestra fue a los 45 dfas y la segunda a los 90 dias del
inicio del tratamiento, finalizado el periodo experimental, las ratas se sacrificaron.

La duracién del experimento con cada grupo fue de 3 meses, comenzando por el

grupo control y a continuacién cada uno de los distintos grupos de prueba.

3.3.1. DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO.

En cada toma de muestra se realizé la misma técnica, todos los animales se
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pesaron en una bdscula (modelo AUSO) y luego se introdujeron en una campana con
~ algodon impregnado en éter (PANREAC) que inhalaban "ad libitum”, vigilando su

respiracion durante aproximadamente 1-2 minutos.

Una vez anestesiada la rata se la mantuvo dormida mediante un canuto
(modelo Pobel) que se colocaba sobre la cabeza relleno de algodén empapado en
eter y abierto por un lado, lo cual permitia la respiracion espontdnea del animal
hasta la obtencion de la muestra. Ya anestesiada, se introdujo en la boca del animal
una tira de papel tornaso! (MERCK) para la obtencion del pH salivar tras observar

el viraje de color.

Orro tipo de estudio que se efectud fue la recogida de la muestra de saliva que
a continuacién describiremos y también se evalud la presencia y localizacion de

caries dentales realizando un estudio exhaustivo de la mandibula.

En todos los casos las ratas se sacrificaron entre las 12 y 14 semanas,
equivalente a los 3 meses ‘de tratamiento (2% toma) y se extragjo entonces la
mandfbula para el estudio clinico correspondiente. Como hemos visto, en cada
muestreo se pesaron las ratas, se tomo muestra de saliva, se midié el pH salivar y
se evalud la presencia de caries unido al estudio anatomopatolégico de las piezas

dentales.

3.4, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE §. mutans.

3.4.1. TOMA DE MUESTRA.

Uno de los objetivos de este trabajo fue el aislamiento de la especie S. mutans

de la saliva de las ratas que fueron sometidas a diferentes tratamientos en la dieta.
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Para estudiar el papel que desempefia esta especie en las lesiones cariosas fue
- necesario establecer una sistemdtica que permitiera su aislamiento y un buen método
de identificacién que la diferenciase del resto de los estreptococos orales (16). El

método que nosotros desarrollamos fue el siguiente:

La muestra que se recogié para el aislamiento de la bacteria en estudio fue
una cantidad no cuantificable de saliva (aproximadamente 5 0 6 gotas), mediante un
catéter estéril (modelo C) que aspiraba la secrecién salivar de la boca. Esta se
depositoé en un tubo de ensayo estéril que contenfa 1 cc de solucion Ringer-Lactato
(estéril). La muestra asf obtenida se procesé dentro de las 3 horas siguientes al

muestreo.

A partir de esta muestra se hizo el estudio microbiolégico de la especie

buscada S._mutans, por recuento del niimero de células viables por ml. de muestra
- de saliva. Las tomas de muestra se realizaron una a los 45 dfas y otra a los 3 meses
del destete (dfa 0}, momento a partir del cual se suministraron fas dietas
experimentales. Otra especie aislada e identificada fue Lactobacillus spp, por su

relacion con la caries denral.

3.4.2. SIEMBRA.

La muestra de saliva contenida en el tubo con solucién Ringer se agité en
Vortex durante 30 segundos. Debido a la variada y numerosa flora existente en la
cavidad oral, procedimos a aislar los microorganismos en estudio empleando varios

medios selectivos (119):

¥ Agar Mitis salivarius (MSA), para cuantificacion y diferenciacion de S.
mutans.
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* Agar Mitis salivarius suplementado con 20% sacarosa y 0.2 U/ml

bacitracina (MSB), para diferenciacion y cuantificacion de S. mutans.
* Agar Rogosa, como medio de crecimiento selectivo de MHJMQ.

El recuento de bacterias por ml de la muestra (ufc/ml) se determiné usando
el método de la micropipeta (251). Este consiste en agitar la muestra en un vortex,
realizando varias diluciones de la misma en solucion salina estéril (10,107, 10°,..).
De cada dilucidén se tomaron con un micropipeta 25 ul y se sembraron en las placas
de cultivo correspondientes. La extension se hizo de una forma uniforme sobre toda

la superficie del medio usando un asa de Drigalsky estéril (133).

3.4.3. INCUBACION.

Una vez realizada la siembra, se procedio a la incubacion durante 48 h. en
estufa a 37°C, en jarras Gas-Pack con una atmésfera 95%N-5%CO, la cual

proporciona el ambiente necesario para el crecimiento de S. mutans.

Al cabo de este tiempo, las colonias de S. mutans se identificaron fdcilmente
por sus caracteristicas morfologicas (184), ya que esta atmosfera les permite reducir
el telurito potdsico presente en el medio y debido precisamente a esta caracteristica
metabolica las colonias crecen de color negro o azul oscuro. La observacion de las
colonias se hizo de "visu" o examindndolas con lupa, dado su pequefio tamafio. De
esta manera se realizo una identificacion preliminar de las cepas de estreptococos,
+ basada en la morfologia de la colonia en MSA, tincién Gram {cocos positivos) y

prueba de catalasa (negativa).

Respecto a Lactobgcillus spp., se incubd en Jarras de Gas-Pack con una
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aimdsfera de anaerobiosis: 85%N,, 10%H,, 5%CO,, a 37°C durante 3 dias (118).

A partir de este cultivo primario se determind el recuento de bacterias (ufc/ml).

Después de incubar las diferentes colonias que habian crecido en las placas
(generalmente 4 6 5), se seleccionaron a su vez subcultivos en medio MSA y Rogosa

segun la especie, incubando en las condiciones requeridas.

3.4.4. OBTENCION DE MASA MICROBIANA.

Una vez aisladas las colonias, se inocularon los diferentes tipos morfologicos
de colonias que crecian en placa, en 3 ml. de caldo Wilkins-Chalgren, al que
previamente se habla regenerado para facilitar de esta forma el crecimiento. Se
incub6 a 37°C, durante 24 h. en aerobiosis. Transcurrido este tiempo, se obtuvo
suficiente masa microbiana para relizar las pruebas bioquimicas que permitirlan por
una parte, confirmar el diagndstico de S. mutans y por otra diferenciario
SJundamentalmente de los enterococos y del resto de estreptococos orales presentes

en la boca.

| 3.4.5. PRUEBAS BIOQUIMICAS.

Las pruebas realizadas son las que se indican a continuacién: Tincién Gram,
bilis esculina, fermentacion de aziicares (manitol, sorbitol, inulina, rafinosa,

sacarosa), produccién de amoniaco a partir de la arginina e hidrélisis de la es-

culina,

El resultado de las pruebas bioquimicas se consideré positivo, cuando
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~ aislabamos de los tubos §. mutans por subcultivo en MSA. De esta manera

confirmamos su identificacion.

3.4.6. IDENTIFICACION.

A continuacion seflalamos el esquema que Sse siguié en este . trabajo
experimental para la identificacién de los estreptococos orales obtenidos en la
muestra (cuadro n® 2) (75). Las especies bacterianas se examinaron por cultivo
selectivo y atendiendo a las caracteristicas bioquimicas descritas por COLMAN 1984
(42),COYKENDALL 1989 (47) y MURRAY 1990 (178).

3.5. MEDIOS EMPLEADOS EN EL PROCESAMIENTO. TECNICA Y
CRITERIOS.

La sistemdtica seguida para la descripcién de los medios se basa en el orden

de utilizacion desde que se tomé la muestra hasta que la cepa fue identificada.

3.5.1. MEDIO DE TRANSPORTE.

Se empled solucion Ringer (PALEX SA). Este medio mantuvo la viabilidad de
- los microorganismos durante el tiempo mediado entre la toma y su tratamiento en

el laboratorio, generalmente menor de 2-3 horas.
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3.5.2. MEDIO DE AISLAMIENTO SELECTIVO.

Las caracteristicas de la flora oral, en cuanto a nimero y variedad de

especies, nos obligé a utilizar para el aislamiento de S. mutans un medio selectivo.

Aungue son muchos los medios descritos, se utilizo el medio MSB definido por
GOLD y col. en 1973 (89). Este medio utiliza como base Mitis salivarius (DIFCO).
Para prepararlo se diluyeron 90 gr. del medio deshidratado en 1000 ml. de agua
destilada, afiadiendo 150 gr. de sacarosa; se mezclaron bien hasta obtener una
mezcla uniforme, calentando suavemente. Entonces se autoclavé a 121°C, al bafio
 marfa, afiadiendo en este momento una ampolla de 1 ml. de telurito potdsico al 1%,

asf como 1 mi. de una solucién de bacitracina a una concentracion de 200 U/ml.

El otro medio empleado para la obtencion de estreptococos fue agar Mitis
salivarius (MSA): se preparé como el MSB, pero sin afiadir la sacarosa y la solucién

de bacitracina.

El medio empleado para cultivo selectivo de Lactobacillus spp, fue el medio
agar Rogosa (197). La gran selectividad del medio permite el crecimiento casi
exclusivo de este género, que se identifica y enumera en base al aspecto morfolégico
de la colonia: formas redondeadas, lisas, color blanco, muy convexas, de consisten-
cia cremosa y de 2-4 mm de didmetro. Se trata de bacilos positivos segin la técnica

de tincion Gram.

3.5.3. MEDIO PARA LA OBTENCION DE MASA MICROBIANA.

Una vez aisladas y crecidas las colonias de S. mutans, se pasaron éstas a un
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medio de cultivo idéneo para obtener una masa microbiana suficiente para su
posterior estudio bioguifmico. Con este fin, se empled el caldo Wilkins-Chalgren
{OXOID) regenerado por ebullicion previo a su inoculacion. Se tomaron suficientes

colonias para obtener una densidad bacteriana igual al n°5 McFarland.

3.5.4. PRUEBAS DE IDENTIFICACION.

Se procedié después de obtener suficiente masa microbiana a realizar las

siguientes pruebas:
* TINCION GRAM

Por la técnica habitual, nos fijamos en los cocos Gram-positivos.

* BILIS ESCULINA
Mediante esta prueba se pudo diferenciar los enterococos de los estreptococos
~orales. Utilizamos el medio de DIFCO. La siembra se realizé en la superficie del

medio, incubdndose a 37°C, durante 24 h. en anaerobiosis; transcurrido este

tiempo, se llevé a cabo la lectura de la prueba en la superficie del tubo.

PRUEBA POSITIVA........ Coloracién negruzca.
PRUEBA NEGATIVA........ Color original.

* FERMENTACION DE AZUCARES

La formula recomendada para estudiar dichas fermentaciones consiste en

utilizar un medio que tenga un indicador de fermentacién, adiciondndole los
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diferentes hidratos de carbono. El medio base fue el caldo Rojo Fenol (DIFCO) que
no lleva aziicares en su composicion. Algunos aziicares no soportan el autoclave por
. lo que se utiliza el medio base anteriormente descrito pero sin ellos. Se prepararon
soluciones apropiadas de los carbohidratos seleccionados, se esterilizaron por filtra-
cion y se afiadieron asépticamente al medio basal hasta alcanzar una concentracion

final de aziicares del 1%.

El medio se inoculd con 10 ul de un caldo con crecimiento de 18 h. y los
resultados se observaron después de 24, 48 y 72 horas de incubacion a 37°C. La
interpretacion de la prueba se realizé por 2 métodos: cambio de coloracién y

variaciones de pH.

* La fermentacion del aziicar se reconoce por un viraje del indicador de rojo
a amarillo. En todos estos casos el pH varia en al menos 0.5 unidades, lo que nos

confirma las fermentaciones positivas.

* La ausencia de fermentacion del aziicar se manifiesta al permanecer el
color original, encontrdndose al realizar la medida de pH que éste no varia, o0 lo

hace por debajo de 0.5 unidades.

En los casos en que el cambio de coloracion fue dudoso, el pH era decisivo
para realizar la lectura de la prueba, considerdndose negativo por debajo de una
variacién de 0.5 unidades y positivo por encima de dicho cambio. Se utilizaron los

siguientes carbohidratos (146):

MANITOL (PANREAC)
RAFINOSA (MERCK)
INULINA (MERCK)
SORBITOL (MERCK)
SACAROSA (PANREAC)
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* ARGININA

La capacidad de S. mutans para desaminar la arginina se estudié usando el
medio desarrollado por NIVEN y col. en 1941 (182). Después de realizar la
inoculacion a partir de un caldo WC con abundante crecimiento se cubrié el tubo
con 1 cc aproximadamente de parafina liquida estéril; esto tiene como finalidad
prevenir el escape del amoniaco durante la desaminacion de la arginina. La
incubacion se realizo 37°C, durante 48 h; transcurrido este tiempo se afiadieron 2-3
gotas del reactivo NESSLER a una cantidad similar del tubo de arginina ya crecido.
El cambio de color a rojo anaranjado indicé que se habla formado amoniaco por
desaminacion de la arginina, por lo tanto la prueba es positiva. Si por el contrario

© se mantiene el color original, o vira hacia algiin otro color, la prueba es negativa.
* ESCULINA

La hidrdlisis de la esculina se investigé utilizando el medio de DIFCO. La
hidrélisis de la esculina se traduce en un ennegrecimiento del medio después de una
incubacion a 37°C. durante 48 h.

3.5.5. MEDIO DE CONSERVACION.

El hecho de utilizar un nimero considerable de cepas de S. mutans para el
estudio de coagregaciones y deteccion de polisacdridos hizo necesario emplear un
medio de conservacion que permitiera almacenar las cepas segin se iban aislando
e identificando (55).

Para ello se partié de un cultivo fresco crecido en agar Mitis salivarius.

Tomamos 4 6 5 colonias perfectamente aisladas e identificadas, las inoculamos en
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tubos que contenfan 1.5 ml de caldo WC y lo incubamos a 37°C en armésfera de
CO,. Una vez se tuvo el crecimiento en fase logarftmica se utilizaron tubos con 1.5
ml. del cultivo y una cantidad similar de glicerol (50%). La conservacién se realizo

a una temperatura de -20°C.

3.6. EXAMEN CLINICO DE CARIES.

Se hizo un estudio para ver como afectaban estos tratamientos y

posteriormente se observé al microscopio la histologta de la lesion.

3.6.1. VISUALIZACION Y CRITERIO DIAGNOSTICO.

Se examinaron las mandibulas de la presencia o ausencia de lesiones
caridgenas en sus superficies dentales. Todas las ratas, tanto de grupo control como
de grupos de prueba, se controlaron clinicamente en los dos periodos de control
microbiolégico. El examen clinico se realizé usando una aguja (0.36x13 mm). Para
ello se limpiaron las superficies dentales con solucion Ringer y se evaluaron las
superficies de los dientes con lupa (ZEISS) utilizando como visualizador un

microscopio OPML.
* CRITERIO DIAGNOSTICO
El diagndstico seguido en la exploracion clinica fué el criterio propuesto por

la OMS (1972) (255), segin el cual, las caries iniciales de fosas y fisuras se

distinguen por ser cavitaciones o dreas reblandecidas. Sus caracteristicas son:
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* Entra la sonda o aguja 0.5 mm.
* Fondo blando

* Hay desplazamiento transversal
* Aureola gris o blanquecina

* Hay lesion radiogrdfica

* Pérdida de minerales 30%

Se evaluaron el nimero de ratas con caries en cada tratamiento, y sus
localizaciones en la mandibula. Se tomaron luego fotografias de éstas, asi como de
anomalias que se encontraron y se utilizé como visualizador para realizar el
procedimiento un microscopioc OPMI, modelo que tiene un sistema modular que
ofrece multiples posibilidades de combinar y ampliar el nimero de aumentos de
acuerdo con las necesidades de las individualidades del caso. Ademds de la lampara
de hendidura operatoria, el OPMI con esterotubo de coobservador, tiene un

dispositivo fotografico X-Y para tomar muestras de diapositivas.

'~ 3.6.2. ANATOMIA PATOLOGICA. TECNICAS EMPLEADAS.

Las técnicas empleadas para su evaluacién fueron las siguientes:

* Método de fijacién: Las muestras de maxilar previo a su examen anatomo-
patolégico se fijaron en formol nitrico al 5% por ser necesario para esta toma
una técnica de decalcificacion que posteriormente permitiera su corte. El
periodo de duracién con dicho fijador fue de 24 h.

* Método de inclusion: Los tejidos una vez fijados pasaron por los siguientes

reactivos: alcoholes de concentraciones progresivamente superiores para

proceder a la completa deshidratacién del blogue. Tras dos pasos de 4 h. por
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toluol, usado este como agente aclarante se procedié a ia inclusion de los
blogues en una parafina liquida. Los cortes realizados se mantuvieran en una

estufa a 60°C durante un total de 6 h.

* Método de corte: Una vez confeccionados los bloques donde iba inclufda
una muestra representativa de las distintas tomas, se insertaron en la platina
de un microtomo MINOT, procediéndose a hacer cortes con un espesor

mdximo de 4u.

Obtenidos los cortes y montados en portaobjetos se procedio a la desparafini-
zacion de los mismos tras tres bafios sucesivos en xilol de 20 minutos cada

uno. Realizado esto se volvié a hidratar los bloques y se tifleron.

* Método de observacion: Las preparaciones obtenidas a partir de muestras
procedentes de maxilares se observaron al microscopio 6ptico. Como variante
de observacion microscépica, se utilizé un método de luz polarizada con dos
prismas de NICOL para que de esa manera se pudieran separar estructuras

amorfas de estructuras cristalinas y las probables variaciones de estas witimas.
Este método permite valorar las estructuras cristalinas que muestran una
birrefringencia en blanco brillante, efecto conseguido cuando ambos prismas se
orientan formando un angulo de 90° entre si.- Para esta técnica de observacion se

empleé un microscopio de la casa LEITZ, modelo DIALUX 20EP, que incluye un
sistema automdtico de fotografia de tipo ORTHOMAT. |

3.7. EVALUACION ESTADISTICA.

Para comparar los resultados obtenidos en este estudio se realizaron los
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siguientes tipos de pruebas:

La valoracion estadistica se realizé mediante el test ANOVA (andlisis de
varianza), que estudia el efecto de un determinado factor cualitativo sobre una
variable, seguido de una prueba de homogeneidad de varianzas, para comparar
posteriormente la media de los grupos 2 a 2. En este estudio se empleé como test
para establecer diferencias significativas entre las medias de los recuentos de

microorganismos obtenidos en los 7 grupos tratados.

Ademds de esta prueba, se aplicaron los coeficientes de correlacion de Pear-
son y de Kendall para estudiar la relacién entre los pardmetros microbianos (S.
mutans, y Lactobacillus spp.) y las caries observadas en la mandibula del animal.
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* RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO " IN VITRO ”

3.1. ESTUDIOS PRELIMINARES:

3.1.1. CURVA DE DESARROLLO BACTERIANO.

'
]

El desarrollo bacteriano de Streptococcus mutans ATCC 25175 se observa en
la figura 1, que representa la curva de crecimiento que manifiesta este

microorganismo a lo largo de sus tres etapas.

Segiin la grdfica, la fase logarftmica se inicia alrededor de las 10° hora,
alcanzando su punto mds elevado a las 18 horas. La fase estacionaria o de reposo
tenfa lugar a continuacion y el descenso bacteriano comienza a partir de las 24

horas de incubacion.

Este experimento se hizo partiendo de un indculo muy pequefio (107 ufc/mi),
que se incubo durante 24 horas, periodo durante el cual evaluamos el crecimiento,
tanto por recuento bacteriano para determinar el nimero de células viables a lo
largo de este tiempo, como por espectrofotometria, para medir la absorbanbia A=
660).

De estos resultados fue posible establecer una relacion entre cada valor de
ufc/ml y su correspondiente valor de absorbancia, siendo esta equivalencia muy util
por la comodidad y rdpidez que supuso para su uso en posteriores ensayos, en
particular en el estudio de agregaciones bacterianas. Asf, una D.O.= 2.0

corresponde aproximadamente a 10'° ufc/ml.
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3.1.2. MEDIOS DE CULTIVO.

La figura 2, representa grdficamente el crecimiento desarroliado por S.
mutans en los 5 caldos de cultivo empleados. La cinética de crecimiento celular se
realizé6 midiendo la absorbancia a una N = 660 nm a partir de alicuotas que se

tomaron a cada hora durante el periodo de incubacion.

Aparece reflejado en esta figura que existen diferencias entre los valores de
masa celular obtenidos al medir la absorbancia en cada medio de cultivo. El valor
de absorbancia mds alto se obtiene con el caldo Wilkins-Chalgren, cuya fase
estacionaria alcanza un valor de DO = 1.88, este valor disminuye con el caldo
Schaedler cuyo valor de DO = 1.75. En cuanto a los caldos Tioglicolato y Todd-
Hewitt, ambos presentan una fase exponencial de crecimiento muy similar, El valor

mds bajo se obtiene con medio BHI, con una DO = 0.08.

Esto nos indica que en general, se da buen crecimiento en todos los caldos de
cultivo, a excepcion del medio BHI que no manifesté apenas crecimiento, teniendo
en cuenta que el mayor crecimiento se alcanza con el caldo WC, seguido del caldo
Schaedler y de los medios Tioglicolato y Todd-Hewitt que muestran valqres muy

similares.

Tras realizar la eleccion del medio Wilkins-Chalgren como caldo dé cultivo
procedimos a evaluar un medio sélido de crecimiento adecuado que se pudiera
emplear en experimentos posteriores. Los medios ensayados fueron: Mitis salivarius
(MS), Mitis salivarius bacitracina (MSB) y Wilkins-Chalgren enriquecido con 5%
sangre. La figura 3, representa el recuento celular (Ig ufc/ml) obtenido con cada
medio. Segun esta grdfica, se consiguieron resultados muy semejantes con éstos, es
decir en todos ellos se obtuvieron recuentos altos de esta especie del orden de 10°°

ufc/ml. Si comparamos con el inéculo de partida 10° ufc/ml, vemos que el
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crecimiento de S. mutans en estos medios supone al cabo de 10h. un aumento de 5

logaritmos, luego se consideran buenos medios de crecimiento.

Sin embargo, al examinar la morfologia y tamario de las colonias, se vieron
algunas diferencias. Como por ejemplo, que sobre MS crecen manifestando una
coloracion negruzca 6 azul intenso, a veces lisas, prominentes, con mucha frecuencia
firmemente adheridas al agar, algunas veces presentan‘ una gota brillante de
polisacaridos extracelulares en la parte superior o al lado y un tamafio relativamente
apreciable (foto n° 1), teniendo en cuenta que en la mayoria de los estreptococos
orales es muy pequefio; por el contrario en WC las colonias son puntiformes y de
aspecto blanquecino. Se trata de dos caracteristicas a valorar en la eleccion de un
medio, ya que dificultan su diferenciacién de otras bacterias, en caso de crecer en

cultivos mixtos.

Foto 1. Aspecto de una colonia de S. mutans en medio Mitis salivarius.
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Estas observaciones nos levaron a emplear el medio MS como medio sélido
de siembra en los estudios "in vitro", descartando MSB por ser un medio de escasa
duracion, ya que al contener bacitracina, ésta pierde su actividad a la semana de

preparar la solucién.

Hay que tener en cuenta que S. mutans es un microorganismo que crece en
agar dando una morfologia caracteristica, de aspecto mucoide, rugosa y sobre todo
muy adherente al agar, esto representé una gran dificultad a la hora de trabajar con
el, tanto para homogeneizarlo en el medio, como en el momento de realizar las

subcultivos posteriores para su aislamiento.

3.2. PRUEBAS REALIZADAS CON AZUCARES

3.2.1. CAPACIDAD DE FERMENTACION DE AZUCARES.

Se estudio el efecto de cuatro aziicares y dos polioles en el crecimiento de un

cultivo puro de S, mutans en fase logaritmica y su capacidad para fermentarlos,

durante un periodo de 12 h. de incubacién. Como control se empleé un medio de

cultivo que no contenia aziicar.

En la figura 4, se ve representado el recuento celular expresado en (log
ufc/ml) obtenido con cada azicar. Los resultados muestran que los recuentos
bacterianos mds elevados son con sacarosa y glucosa. La fase exponencial coincide
en ambos casos y alcanzan un valor final aproximado de 7.9x10°° ufc/ml, partiendo
de un inéculo inicial préximo a 4x10° ufc/mi; esto significa que produjo un
incremento en el nimero de bacterias de 5 logaritmos desde el momento en Que S.
mutans se puso en contacto con el aziicar. En un segundo plano, se obtiene un

crecimiento menor con manitol, aumentando hasta 4 logaritmos su valor inicial,
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siendo el valor final Sx10° ufc/ml y finalmente la lactosa, que es uno de los azicares
que menor valor de recuento celular presenté (5.5x10° ufc/ml). En el control, el
valor méximo de recuento celular obtenido tras 12 h. fue de 7.9x10 ufc/mi, es decir

aumenta hasta 2 logarfimos su valor inicial (3.9x1).

Se puede decir que para esta cepa, tanto la glucosa como la sacarosa y en
menor grado el manitol, son los aziicares que degrada con mds facilidad mediante
via glicolitica y que por tanto permiten un mayor crecimiento de la bacteria; a
consecuencia del crecimiento en tales condiciones, vimos que se originaba la
SJormacién de grandes agregados o floculos que se agitanban en el medio y que iban
~ Incrementdndose con el tiempo en tamafio y nimero, dando una turbidez
caracteristica al medio. Esto iba asociado con la formacion de largas cadenas de
cocos gram positivos, que aumentan de longitud especialmente en las ultimas horas

de incubacion, segiin observamos al microscopio mediante tincion gram.

Respecto al crecimiento en el medio de cultivo, y solo en el caso de utilizar
sacarosa como fuente hidrocarbonada, se desarrollaba una capa muy adherente y
compacta en la base del matraz que no se elimina, ni tan siquiera con la agitacion

del bafio a que estuvo sometido para homogeneizar el medio. ;

Para realizar este experimento empleamos el aziicar en condiciones limites
(1%), de forma que se obtuviera el mdximo valor de actividad glicolftica, hecho que
influirfa en la velocidad de crecimienio de esta bacteria (258). La interpretacion de
- los resultados que se muestran en la fig. 4, reflejan la capacidad de fermentacion

del 8. mutans respecto de estos sustraros, que en el caso de la glucosa y sacarosa

es muy elevada, alcanzando con ellos el mayor crecimiento.
Respecto al efecto que causan el xilitol y sorbitol en el crecimiento celular de

este microorganismo, se observa que el sorbitol provoca un crecimiento menor 'y mas

lento, ya que su intervalo de crecimiento no supera el valor mdximo del control, es
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" decir, esta especie apenas muestra capacidad para fermentar este sustrato, Siendo

el mayor valor de recuento celular alcanzado de 6,3x10" ufc/ml.

En cuanto a la presencia de 1% de xilitol en el medio, éste provoca una
inhibicion del crecimiento. El valor final de recuento celular desciende en relacion

con el control, siendo estos valores 5x10° y 7.9x10° ufc/ml respectivamente..

3.2.2, CAIDA DE PH.

Durante el crecimiento bacteriano con las diferentes fuentes de carbono se
midié como variaba el pH a fin de evaluar la capacidad acidogénica de S. mutans.
" Esta es el resultado de la produccién de dcidos a causa de la actividad glicolitica

ejercida por esta bacteria sobre cada aziicar.

Segiin esto, la figura 5 ilustra los cambios de pH experimentados por cada
azicar a lo largo de las 12 horas de estudio mediante curvas que representan la
cafda de pH, partiendo en todos los casos de un pH inicial 7.0. El control sigue

siendo un medio que no contiene azicar.

Se vio gue el pH final con glucosa y sacarosa es de pH = 5.0y pH = 5.2
respectivamente. El pH final obtenido en presencia de manitol es algo menor de 6.0,
es decir 5.8, mientras que la lactosa es curiosamente menos acidogénica, cuyo pH
es 6.0. Con respecto a sorbitol y xilitol, el descenso de pH es algo inferior, entre 6.2
- 6.6 y por tanto con un valor considerablemente mds bajo que el correspondiente
a la glucosa y sacarosa. El control en ausencia de aziicar va modificando lentamente

su pH hasta alcanzar un pH de 6.8 proximo al inicial (pH = 7.0).

En funcién de los resultados, se comprueba que la mayor capacidad para
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producir dcidos se obtiene con sustratos tales como la glucosa y la sacarosa y en
menor grado con el manitol. Por otro lado, tanto el sorbitol como xilitol originan

. en el medio un descenso de pH muy bajo en comparacién con otros aziicares.
3.2.3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE AZUCARES.

La figura 6, representa el crecimiento celular en un medio de cultivo
enriguecido con dos aziicares: sacarosa y glucosa, a dos diferentes concentraciones.
Una de ellas corresponde a un aporte de carbohidratos al medio de crecimiento en
condiciones limites (1%) (258), y otra de ellas a altas concentraciones de aziicar
(10%). Se empleé como curva control, un cultivo de S. mutans en ausencia de
aziicar. Se comprueba que ambos aziicares manifiestan un crecimiento celular

equivalente, hecho que se evalué mediante recuento celular medido en (log ufc/mi).

Analizados los posibles cambios de pH originados en situaciones de alta’y baja
concentracion de aziicar en el medio, se observé que cuando la glucosa y la
sacarosa estan presentes a baja concentracion se consiguen valores de pH: 5.0 - 5.2,
mientras que para una concentracion alta de glucosa y sacarosa es un pH mds bajo,

siendo el valor final obtenido con ambos alrededor de pH=4.5 (figura 7).
3.2.4. CAPACIDAD ACIDURICA.

En la figura 8, se presentan los recuentos celulares obtenidos con S, mutans
sometido a diferentes valores de pH (6.5, 5.0, 4.0, 3.0) en el medio, tomando como

control pH = 7.0.
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S. mutans aicanza los recuentos celilares mds altos a pH = 7.0, siendo el
mayor valor de recuento celular alcanzado de 3. 1x10° ufc/ml, mientras que a medida
que baja el valor de pH a que es sometido el medio de cultivo, se 'origina una
reduccién progresiva del crecimiento de este microorganismo; esta inhibicion es muy
elevada a pH = 4.0y pH = 3.0 alcanzando en estos ultimos valores de recuento de

10 y 10° ufc/ml respectivamente.

Con pH tales como pH: 6.5, 5.0, aunque se produce un importante descenso

inicial (en las 3 primeras horas) la bacteria se recupera mostrando ur? progresivo

© crecimiento, alcanzando valores finales de recuento 7.9x107 y 1.5x10° ufc/ml
respectivamente, paralelo al que manifiesta el control donde se consiguen los valores
mdximos de crecimiento bacteriano. No se produce tal situacién cuando el pH del
medio es 3.0, mientras que en un ambiente a pH = 4.0, S. mutans se ve que sufre
un drdstico descenso inicial, a continuacién comienza un ligero ascenso, para

finalmente mantenerse.

Ademds de estas observaciones se anotaron los cambios originados en el pH
del medio a lo largo de las 10 horas de estudio, respecto de los valores iniciales. En
el caso de pH 6.5 y pH 5.0, éste se va modificando hasta establecerse en un valor
alrededor de 5.5. En cuanto a la situacion altamente dcida que se crea sometiendo
la bacteria a un pH = 4.0, esta hace descender ligeramente este valor a 3.5, para
Jinalmente experimentar un pequefio ascenso coincidiendo con las ultimas horas de

" la curva de desarrolle bacteriano.

3.3. ENSAYO DE COAGREGACION.

Realizados los ensayos de coagregacion entre S, mutans ATCC 25175 y otras

especies bacterianas orales procedentes de aislamientos clinicos y colecciones tipo,
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se observaron los diferentes grados de coagregacion que se dieron entre ellas. Estos
resultados se muestran en la tabla 1, que incluye los porcentajes de coagregacion

que se obtuvieron en cada caso.

Todas las parejas de coagregacién se observaron segundos después de
agitarlos, y se comprueba que la cepa standard S. mutans muestra un elevado grado
de coagregacion con Actinomyces odontolyticus, Veillonella alcalescens, Baqrgroz‘des
intermedius y Prevotella loescheii. Asi mismo existe agregacién aunque débil con
Fusobacterium nucleatum y no se encontré coagregacion en ningiin caso con cepas
del gen. Lactobacillus spp, gen. Streptococcus spp. (8. mitior, S. salivarius),
Prevotella _melaninogenicus, Porphyromonas gingivalis 'y Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Estos resultados se observaron en la totalidad de los casos

- probados de cada especie, a excepcion de B. intermedius y S._mutans

que s6lo mostraron coagregacion en un 66.6% y 90% de los casos respectivamente.

En todos los casos se evaluaron las autoagregaciones de las cepas que
enfrentamos, sélo en dos casos se di6 la capacidad de agregar consigo mismo, como

fue con la cepa standard S. mutans ATCC 25175 con un grado de coagregacion (+
+) y Actinonmyces odontolyticus ATCC 17982, |

En la mayoria de los casos se tomaron muestras de las parejas de bacterias
enfrentadas que eran capaces de coagregar y realizamos una tincion Gram, con el

fin de confirmar la existencia de agregacion entre ambas especies bacterianas.

" 3.4. ENSAYOQ DE "SLIME".

La capacidad de S. mutans ATCC 25175 para producir "slime" en funcion del

tiempo de incubacion, aparece reflejado en la tabla 2. De los resultados obtenidos,
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podemos deducir, que este microorganismo alcanza a las 48 horas la mayor cantidad
de polisacdridos extracelulares producidos siendo su actividad mds elevada a las 24
" h. que a las 72 horas.

Los resultados de la prueba de "slime" realizada con otras especies
bacterianas pertenecientes al Gen. Streptococcus y Gen. Lactobacillus, se muestran
en la tabla contigua; en ella se especifica el origen de cada uno de los
microorganismos ensayados, asf como el mimero total de bacterias empleadas y el
recuento porcentual de especies productoras de "slime” en funcion del tiempo de
incubacion. Este ensayo se llevé a cabo con cepas procedentes de la saliva de ratas

que utilizamos en el modelo experimenial.

Evaluados cada uno de los grupos se observa que las cepas de S. mutans en
su mayor niimero obtienen el mdximo grado de produccion entre las 24y 48 h.,
mientras que las cepas del Gen. Lactobacillus ensayadas lo alcanzan a las 72 h.
S6lo hubo un 70% de los casos pertenecientes a este ultimo género, en los cuales no
se detecté elaboracién de polisacdridos extracelulares. |

La determinacion del grado de produccion de "slime" se valor6 eri relacion
a 4 categorias, significando 0 la ausencia de ésta y +3 el mayor grado de

elaboracion de "slime" conseguido.

Tal como se observa en la tabla 2, en el caso de Lactobacillus spp., el mayor
niimero de cepas no presenta capacidad para producir estos mucopolisacdridos; por

el contrario el total de cepas de S. mutans valoradas, si presentan esta propiedad.

3.5. DETERMINACION DE GLUCANO INSOLUBLE.
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La determinacion de la cantidad de glucano insoluble se hizo teniendo en
cuenta los valores de DO obtenidos en el ensayo que corresponde a 4 categorias

diferenies.

En la tabla 3, aparece reflejado el glucano insoluble producido por S. mutans
~ a diferentes concentraciones de aziicar, que en este caso es la sacarosa. Segin los
valores obtenidos de COD (DO corregido) vemos que la cantidad de glucano
producido aumenta a medida que aumenta la concentracion de sacarosa, siempre
referido a un comtrol sin azicar, el cual no manifestd capacidad alguna para

elaborar glucano.

También en este caso hicimos un seguimiento con las cepas de S. mutans,
aisladas del modelo "in vivo", con el fin de averiguar que porcentaje de ellas son
productoras de glucano. La muestra valorada consta de 30 cepas, divididas en 3
grupos segiin la procedencia. Analizados los resultados, observamos en cada grupo
de estudio que el mayor numero de cepas, producen glucano a la concentracion de
sacarosa mds elevada (10%).

En todos los casos tomamos como control un indculo de S, mutans cultivado
en ausencia de aziicar, siempre valorando aquellos casos en los que la medida
minima en el espectrofotémetro marcara 0.05.

3.6. ACTIVIDAD DE FLUORURO SODICO SOBRE §. mutans.
3.6.1. ESTUDIO DE SENSIBILIDAD: CMI-CMB.

Determinamos la CMI y CMB de fluoruro sédico, wtilizando un método

estandarizado como es la técnica de dilucion en caldo frente a S, mutans ATCC
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25175 y obtuvimos que el valor de CMI es de 128 mg/l, mientras que la CMB es
4096 mg/l, es decir 32 veces mayor que el valor de CMI.

3.6.2. CURVA DE LETALIDAD.

La actividad antimicrobiana del fliior frente a un cultivo puro de esta cepa,
en Juncion del tiempo y a la concentracion de CMI, viene representada en la fig. 9.
Como se puede apreciar en ella, a dicho valor de CMI se produce un efecto
inhibitorio del crecimiento de esta bacteria mostrando durante las cinco primeras
horas un progresivo descenso en el recuento celular, para estacionarse a

continuacion.

Con las curvas de letalidad se consigue saber el poder bactericida de la droga
respecto al tiempo, aplicandolo como el tiempo requerido para bajar la poblacién
bacteriana 3lg, es decir el 99.9 % (16); en nuestro caso el descenso mdximo no

superd este valor.

Pasadas 2h. de exposicion del fliior frente a 8. mutans y eliminado éste por

~un proceso de dilucion, se valoré el efecto que tendria la retirada del antimicrobiano
en el crecimiento de este microorganismo. En la fig. 10, sé muestran los recuentos
celulares obtenidos a partir de este momento observandose en estas condiciones, una
recuperacion bastante rdpida del crecimiento de S. mutans a partir de la primera
hora; alcanzando al cabo de siete horas de incubacion en bafio con agitacién, un
valor de 107 ufc/ml, teniendo en cuenta que el recuento inicial fue de 1.5x10° ufe/mi,
luego se consigue un incremento de 4 lg. Esta recuperacion una vez eliminado el
Sliior nos indica el efecto bacteriostdtico que ejerce este antimicrobiano sobre §.

mutans, es decir inhibe el crecimiento pero no mata la bacteria.
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3.6.3. INFLUENCIA DE DIVERSOS PARAMETROS EN LA ACTIVIDAD DE
FLUORURO SODICO (NaF).

Uno de los objetivos que nos propusimos fue valorar la influencia de algunos
pardmetros sobre la actividad del antimicrobiano en la cinética de crecimiento de
S. mutans ATCC 25175.

* INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE AZUCAR.

Se valoro la inhibicion que ejerce el NaF en el crecimiento de S. mutans

utilizando dos concentraciones de aziicar diferentes en el medio de cultivo.

Los resultados reflejados en la fig. 11, muestran que la inhibicion producida
por NaF frente a este microorganismo a la concentracion de CMl, es similar a
ambas concentraciones de aziicar. Ast, cuando la concentracion de glucosa en el
medio es un 1% encontramos al cabo de 8h. un recuento celular de 107 ufc/mi,
mientras que a la misma hora y cuando el aziicar alcanza una concentracion del
10% el recuento que se consigue es de 2.5x1¢ ufc/ml. Segiin ésto, el fliior a la
concentracién de CMI, ejerce el mismo efecto de inhibicién sobre el crecimiento de

8. mutans, independientemente de la concentracion de glucosa que hubiese en el

medio.

Estudiado el efecto del flior en asociacion con bajas y altas concentraciones
de sustrato sobre este microorganismo se observa, segun se muestra en la tabla n®
4 que al medir el pH del medio, éste apenas experimenta cambio alguno ya que
Jrente a un pH inicial 7.0 se produce un descenso a pH 6.5, mientras que en los
controles con concentraciones de glucosa en el medio de 1'y 10%, libre de flior el

PH obtenido es de 5.0 y 4.5 respectivamente, luego en estos ultimos el pH baja.
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Estos resultados indican que el fliior inhibe o cesa la produccion continua de

' dcidos a partir de estos aziicares.
* INFLUENCIA DE PH.

La actividad del fliior se estudié a diferentes valores de pH; para conseguir
el pH deseado afadimos HCl diluido en el medio.

Queda reflejado en las fig. 12y 13, que existen diferencias entre los recuentos
celulares obtenidos con los diferentes pH. Partiendo de un inéculo inicial 107 ufc/ml

y al cabo de 8 h., se observa:

* a pH 6.5 el valor de recuento celular en el control de fliior es 5x10° ufc/ml
_y en el control de pH: 7,910’ yfc/ml, mientras que cuando actuan conjuntamente,
es decir fliior en un medio a pH 6.5, el recuento obtenido es 7.9x10* ufc/ml, similar

en este caso al valor alcanzado con la actividad del flior.

* a pH 5.0, el valor de recuento frente a la actividad del fliior es igual que
la anterior, a pH 5.0 el recuento es Ix10° ufc/ml y la actividad del fliior en un medio
con dicho pH es 7.9x10°, inferior en 1 logaritmo al dato mostrado con el pH

anterior.

* a pH 4.0, disminuye considerablemente el valor de recuento celular
obtenido tras 8 h. de actividad del flior frente al crecimiento de S. mutans, siendo
este valor inferior a 1x10° ufc/ml y en los correspondientes controles de flitor y pH
4.0de 5x10° y 1.9x10° ufc/ml, respectivamente.

Sometido esta especie a medios con pH dcido y a una concentraciéon de fliior
igual al valor de CMI (128 mg/l) segiin las fig. 12 y 13 se ve, un aumento de la

actividad del fliior frente a S. mutans a medida que disminuye el pH del medio. La
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combinacion de ambos factores provocan una inhibicién del crecimiento bacteriano
y de la acidez del medio mayor que cuando cada una de estas condiciones se evaluan

individualmente respecio del control.

* INFLUENCIA EN LA AGREGACION.

El fendmeno de agregacion se estudié con la cepa S. mutans ATCC 25175 y
vimos que tiene capacidad para autoagregar. Evaluamos la actividad que desempefia
el fliior a concentraciones subinhibitorias sobre esta cepa, datos que aparecen
reflejados en la tabla 5, donde se especifica el grado de agregacion que muestra esta

bacteria frente a las distintas concentraciones de fliior aplicadas.

Segiin estos resultados y teniendo en cuenta las condiciones experimentales a
que fue sometido el ensayo, vemos que las concentraciones subCMI no influyen en

el fenomeno de autoagregacioén de esta especie.

. * INFLUENCIA EN LA PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDOS.

Evaluamos el efecto que produce el flilor en la capacidad de S. mutans para
producir PSE del tipo glucano. En la tabla 6, se representan los valores subCMI del
fliior y valores de DO corregida obtenidas por espectrofotometro relativas a la

produccion de glucano de este microorganismo.

Cuando la concentracion de fliior coincide con el valor de la CMI (100%), se
inhibe la produccién de glucano ya que el valor de COD obtenido (0.02) no se
incluye dentro del minimo establecido para la produccién de este polisacdrido. Por
el contrario valores de subCMI de 64 mg/l y 32 mg/l de NaF afectan a este
microorganismo originando un aumento en la produccion de glucano en un grado.
Finalmente cuando la concentracion subCMI de flior es de 16 mg/l, la cantidad de

- glucano producida por S. mutans aumenta hasta 0.29, valor que se incluye dentro
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de la 2° categoria (2+) y con 8 mg/l el valor de COD sigue aumentando hasta 0. 44,

valor muy proximé al que corresponde a la categoria (3+).

Segiin esto, el fliior a concentraciones subinhibitorias aumentan la produccion
de glucano y por consiguiente favorecen la capacidad de adherencia de S. mutans.
* RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO "IN VIVO",

3.1. PESO

En el estudio llevado a cabo con ratas Wistar, el consumo de las dietas
originé algunas variaciones en el peso, pero no suficientemente representativas como

para que se viera afectada su salud.

En cada uno de los grupos de ratas ensayadas se calculd la media (x) de los
pesos obtenidos y el error standard (ee) con el fin de estudiar las posibles

modificaciones (tabla 7).

El aporte de la dieta "K2000" y "fibra Gwar" "ad libitum" no supuso ninguna
alteracién en el peso del animal, como se pudo comprobar a lo largo de los dos
controles periddicos que mostraron como resultado final un aumento de peso.

Respecto a los tratamientos fluorados, tanto en la forma de agua fluorada
como de barnices se observé una disminucion de peso, aunque solo cuando se ad-

ministraron conjuntamente con la dieta "K2000".

Los resultados relacionados con el peso obtenido en cada grupo experimental,
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se encuentran reflejados en la fig. 14, sefialando el primer control (C1) a los 45 dias
y el segundo control (C2) a los 90 dias.

3.2. RECUENTOS MICROBIOLOGICOS EN SALIVA.

En este estudio se ha valorado mediante un estudio microbioldgico la
influencia de una dieta presumiblemente cariogénica, asi como la accién del flior
suministrado por dos vias distintas y el posible desarrollo de lesiones dentales sobre

S. mutans, por tratarse de la principal bacteria implicada en la caries.

Las grdficas que a continuacion exponemos representan el nimero de ratas
(n=15) y los recuentos de §._mutans y Lactobacillus obtenidos en cada grupo

experimental.

En la figura 15 representamos la relacion existente entre la dieta y la
presencia de S. mutans, siendo de 0-10 ufc/ml el valor alcanzado por el control en
el mayor niimero de casos; con la dieta "K2000" es de 10°-10° ufc/ml valor mds
elevado que con la "fibra Gwar” cuya medida mds frecuente esta entre 1 -10°
ufc/mi. Estos valores se incrementan en la segunda toma de ambas dietas mientras

que se mantienen aproximadamente igual en el caso del grupo control.

Es decir, 8. mutans crece independientemente de las dietas suplementadas con
hidratos de carbono, como sucede en el grupo control que fue alimentado sélo con
dieta de mantenimiento, aunque el recuento obtenido fie mucho mds bajo en relacion

con las otras dos dietas.

En la figura 16, vemos la relacién entre dieta "K2000"-fliior y crecimiento de

S. mutans, observindose una clara disminucion de éste con los tratamientos
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fluorados ya que frente al recuento de 10°-10° ufc/ml, valor mds frecuentemente
obtenido con la dieta "K2000", ésta misma asociada con un tratamiento de agua
" fluorada disminuye el valor hasta un total de 10°-10° ufc/ml y mds ain, alcanza
valores de 0-10 ufc/ml en el tratamiento con barnices de flior, es decir

prdcticamente no se detecta el crecimiento de S, mutans con este ultimo.

En la figura 17, se aprecia la relacién existente entre "fibra Gwar"-flior y la
presencia de S, mutans observindose de nuevo una disminucion cuando la dieta
"Fibra Gwar" se asocia a los tratamientos fluorados; frente a un valor de 10°-10°
ufc/ml alcanzado en las ratas alimentadas sélo con dieta fibra, se detecté un valor
de 0-10 ufc/ml con barnices, asi com un valor medio de x = 1,6x1(° ufc/ml en la

dieta asociada a agua fluorada, aunque existe un intervalo de valores mds amplio.

Hemos visto que las dietas aportadas tanto la dieta "K2000" como la dieta

"fibra Gwar”, incrementan el recuento de S. mutans; asimismo en el segundo

" control realizado a los 90 dias, los tratamientos Sfluorados aplicados conjuntamente
con ambas dietas, también encontramos que se va produciendo un descenso cada vez

mayor en el recuento de esta especie bacteriana.

En la figura 18, representamos la relacién entre la dieta y la aparicion de
Lactrobacillus spp. En el caso del control alcanza un valor medio de 3.1x10° ufc/ml
similar a los encontrados con la dieta "K2000" que es de 5.3x10° ufc/ml, vy la dieta
“fibra Gwar” x = 7.3x10° ufc/ml existiendo un intervalo de valores mucho mds
disperso con esta ultima. A los 90 dias, se consiguen valores similares en el control
en relacion con la primera toma, mientras que en el caso de las dietas se manifiesta
un pequefio aumento siendo los valores medios alcanzados con la dieta “fibra Gwar”
(2. 1x10" ufc/ml) y con la dieta "K2000" (1.2x10° ufc/mi),

En la figura 19, se representa la relacién entre la dieta "K2000"-fliior y el
desarrollo de Lactobacillus spp, observindose que con ambos tratamientos de fliior,
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en forma tépica (barnices) y en forma general (agua fluorada), a los 45 dias
empiezan a aparecer casos de ratas con recuentos bajos aunque en general los
valores medios de recuento celular son similares respecto del control con dieta
"K2000", siendo estos x = 1.6x1%° ufc/ml y 4.6x10° ufc/ml, respectivamente. A los
90 dfas los valores aumentan hasta observarse ratas con valores de 10° ufc/ml

contrariamente a otros casos de ratas en que se daban valores muy bajos de

Lactobacillus spp.

En la figura 20, representamos la relacidon dieta-flior y el desarrollo de esta
bacteria, en este caso dieta "fibra Gwar"; si comparamos los valores medios
~ recogidos con dicha dieta junto a los tratamientos fluorados, se detecta que frente
a x = 7.2x1%° ufc/ml, valor medio de recuento obtenido cbn la dieta azucarada +
"fibra Gwar", en el caso de las aplicaciones con barnices y el tratamienio con agua
Sfluorada el resultado es similar con unos valores de x = 2.5x10° ufc/ml y x = 5x1¢°
ufc/mi respectivamente. En este caso, a los 90 dfas aparecta un recuento menor con

ambos tratamientos comparado con la dieta "fibra Gwar” sin flilor.

Para comparar los resuitados obtenidos en este estudio se realizé un andlisis
de la varianza (ANOVA) que estudia el efecto de un determinado factor cualitativo
sobre una variable; mediante la prueba de homogeneidad comparamos la media de
los grupos dos a dos y consideramos en todos los casos los siguientes grados de

significacion estadistica frente al control: p<0.05, p<0.01, p<0.005...

Estadisticamente se comprueba que las diferencias halladas en los recuentos
de S. mutans con la dieta "K2000" y "fibra Gwar", repecto del control son
significativas con una p<0.00005 y p<0.01 respectivamente. Asimismo, entre
ambas dietas los valores de S. mutans obtenidos muestran diferencias significativas

con una p<0.05.

A los 3 meses, las diferencias encontradas entre la dieta "fibra Gwar” y el
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. control aumenta su grado de significacién, pasando a ser p <0.00005 (tabla 8).

En cuanto a los tratamientos fluoradoes, la administracién conjunta de dieta
"K2000" con barnices de flior y agua fluorada, originan un descenso en el recuento
de S. mutans, esta diferencia es altamente significativa, p<0.00005. Cuando la
dieta es con "fibra Gwar”, existen también diferencias estadfsticas respecto del
control, pero con una significacién menor comparada con la dieta "K2000" (p < 0.0!
y p<0.05, respectivamente). A los 90 dias esitas diferencias se hacen muy
significativas con la dieta "fibra Gwar” (p <0.00005), alcanzando el mismo grado
de significacion que el obtenido con la dieta "K2000" a los 45 dfas. Segiin esto se
comprueba que el aporte de ambas dietas al animal provoca un aumento significativo
del recuento de S, mutans.

En relacion con la otra bacteria estudiada, gen. Lactobacillus si comparamos
las dietas con el control, el recuento alcanzado en ambas es similar, no encontrando
desde el punto de vista estadistico diferencias significativas respecto del control, o
entre ambas dietas. Sin embargo a los 90 dias con la "fibra Gwar" se produce un

pequefio aumento en el recuento celular estadisticamente significativo, p<0.05.
En las aplicaciones con fliior, sélo se aprecian diferencias significativas entre

los recuentos, cuando las ratas reciben dieta "fibra Gwar" y pincelaciones con fliior,

Pp<0.01. A los 90 dias, las diferencias estadisticas se hacen mds significativas con

dicha dieta, tanto para barnices como para agua fluorada, (p<0.0005 y p<0.05

respectivamente) siendo mayor en el caso de aplicaciones tépicas de flior (tabla 9).

3.3. EXAMEN CLINICO DE CARIES.

Realizamos controles periddicos a los 45 y 90 dfas en cada uno de los gfupos
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de experimentacion para detectar posibles procesos cariogénicos. Estas revisiones
nos permiten observar una serie de modificaciones en el diente tanto desde el punto

de vista macroscdpico como microscopico.

En un primer estudio macroscopico, se traté de visualizar la existencia de
caries cuantificando el nimero y su distribucion en la superficie dental. Respecto a
la observacion macroscdpica de caries, se hizo atendiendo al criterio diagndstico
propuesto por la OMS 1972 (255)', que describe la presencia de caries como unas
opacidades localizadas en el esmalte de aspecto amarronado, que es la reaccion del
esmalte a los dcidos producidos por las bacterias en la placa dental como de aprecia
en la foto n° 2. Este hecho se comprobé introduciendo una aguja de punia fina, en
los orificios irregulares que aparecian en la superficie opaca del esmalte que

supuestamente son los que originardn microcavidades.

Foto 2. Lesion cariégena en la cara oclusal del diente.
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En la tabla 10 figuran el niimero de ratas con caries (%) y los recuentos
salivares de S. mutans, obtenidos en los distintos tipos de tratamientos respecto del
control. Nuestras observaciones manifiestan la existencia de un alto niimero de ratas
con caries en aquellos grupos tratados con ambos tipos de dietas ("K2000" y "fibra
- Gwar”) y que estas opacidades se encuentran generalmente en las caras oclusales

de los dientes.

En estas lesiones aparecidas a nivel macroscopico, simplemente observamos
la destruccion a nivel del esmalte, aungue no se manifestaron lesiones aparentes en
mucosas ni en alveolos. A nivel de incisivos aparecian manchas blancas que podian
corresponder con hipoplasias, es decir, estados claramente precoces de una lesién
cariégena posterior, en donde empezarian a destruirse los prismas del esmalte y a

separarse los espacios interprismdticos.

Comparando ambas dietas, se observé que aparecian mds caries con la dieta
"K2000" que con "fibra Gwar”", y con esta ultima se originan menos lesiones
patologicas aunque se aprecian mds lesiones primarias denominadas hipoplasias ¢
- principio de caries. El grupo control que fue alimentado con dieta normal, solo se
dié un caso que tuviera caries a los 90 dias de tratamiento, mientras que el resto a
nivel macrdscopico no manifestaron indicios de que estos procesos caribgenos se
estuvieran dando. Los tratamientos efectuados con fliior, lograron una disminucion
de estas lesiones, tanto con dieta "K2000" como con "fibra Gwar"; incluso a los 90
dlas, en el caso de barnices fluorados con la dieta "K2000", la mayoria de las ratas

presenté una ausencia total de caries.

Comparando con los casos anteriores, se vié una respuesta patologica de las
mucosas a los tratamientos tdpicos con barnices. Aparecieron lesiones en las
mucosas de cardcter quelante junto a manchas amarillentas, que corrésponden a
fluorosis, mds acentuadas en incisivos como se vé en la foto n? 3 y marcas de

recalcificacion (segiin se comprobé en el estudio histologico). Contrariamente a estos
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hallazgos, en los tratamientos con agua fluorada no se encontraron lesiones.

Desde un punto de vista microscopico, estudiamos la histologla de la lesion
para ver si los datos macroscdpicos observados con los diferentes tratamientos tenian
relacién con la lesién histolégica y también con el fin de detectar posibles casos de
recalcificacion, teniendo en cuenta que en los tratamientos con fliior se obtenia una

considerable reduccién del niimero de caries.

Foto 3. Lesiones producidas por el uso de barnices fluorados.

Lesiones que no se aprecian macroscépicamente desde el punto de vista
microscopico si son valorables mediante la técnica de luz polarizada. Esta técnica
permite observar lesiones superficiales no visibles a las técnicas habituales poniendo
de manifiesto una birrefringencia en el esmalte donde desaparece la estructura y

aumenta la sustancia interprismdtica.
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Realizamos un exdmen minucioso de las lesiones por seccion perpendicular a
la superficie del esmalte y las preparaciones obtenidas, se observaron al microsco-
pio. Estas mostraron en los grupos tratados, la presencia de dreas con pérdida de
mineral, especialmente en la superficie, si bien en alguno de los grupos se demostré
que las lesiones se extendian a capas mds profundas afectando incluso a la pulpa.
Con el microscopio de luz polarizada, examinamos las secciones desecadas donde
se aprecia la lesion porosa. Esta aparece como un defecto en forma de cufia con

base en la superficie del esmalte como se vé en la foto n° 4.

En este trabajo observamos que la pérdida de estructura de los primas esta
presente en todos los casos tratados con las dietas caridgenas, si bien, habia difere-
ncias entre ambos siendo mds evidente y mds progresivas estas lesiones en el grupo
"K2000". En algunos casos tratados con dieta "K2000" estas lesiones implicaron a

la dentina y a la pulpa.

Foto 4. Lesion dental vista con el microscopio de luz polarizada.
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Por ultimo hemos de sefialar que hemos obtenido capas de remineralizacién
que se extendian de profundidad a superficie en los tratamientos llevados a cabo con
agua fluorada y tratamientos topicos con barnices, segiun se observa en la foto n°
4, si bien en estos ultimos son mds evidentes con la ausencia total de la placa bac-
teriana e incluso desaparicién de las lesiones por aposito de calcio en las fisuras de

las caras oclusales, que se manifestaban "de visu".

3.4. RELACION MICROORGANISMO-CARIES.

Se compararon los recuentos bacterianos obtenidos en saliva y el niimero de
casos que desarrollaron lesiones caridgenas para ver si existia alguna relacion entre
ambas variables. En las tablas 10 y 11, figura el niimero de caries (%) que
corresponden al nimero de ratas que desarrollaron caries en relacion con el total
de ratas Wistar muestreadas (n=15) a partir de al menos una manifestacion
cariégena en alguno de sus dientes y la media de los recuentos bacterianos, tanto
de 8. mutans como de Lactobacillus sp respectivamente, en cada grupo experimen-
tal. En relacién con los grupos de dietas "K2000" y "fibra Gwar" coinciden altos
recuentos de S. mutans con un elevado niimero de ratas con caries, acentudndose
este incremento en el segundo periodo de muestra como sucede con la dieta
"K2000", en que casi el 100% de las ratas poseen dientes con caries. En los grupos
tratados con fliior, los valores obtenidos tanto de ratas con lesiones como de recuen-
tos bacterianos en saliva disminuyen considerablemente. Cuando el fliior se
. administra como barnices junto a la dieta "fibra Gwar" y "K2000" , se produce una

reduccion de la caries del 93%-96% respectivamente.

Respecto al género Lactobacillus y en relacién con las dietas administradas,
vemos recuentos celulares menores en nimero que aquellos encontrados con S,

mutans aunque también relativamente altos que coinciden con un alto porcentaje de
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ratas con caries, aumentando progresivamente ambas variables hasta los 90 dias
. valorados. Curiosamente en los tratamientos fluorados, mientras los casos de caries
descienden, los recuentos de Lactobacillus obtenidos en saliva se mantienen, a los
3 meses después de ser tratado el grupo con dieta "K2000" y flior, el recuento
bacteriano aumenta mientras que el niimero de ratas con lesiones caridgenas

disminuye.

Estadfsticamente valoramos si habfa alguna correlacion entre numero de
microorganismos en saliva y la incidencia de caries en ratas, para ello wiilizamos
dos tests de correlacion: test Kendall y test Pearson, que calculan un coeficienten
de correlacion (rj entre ambos pardmetros y un valor de probabilidad (p); en nuestro
estudio consideramos como grado de significacién en todos los casos p< 0.05.
Comprobamos que existe un valor de correlacion significativo entre S. mutans en
saliva y ratas con lesiones cariégenas segun ambos coeficientes, en todos los grupos
- habfa un grado de significacion muy alto siendo débil cuando el aporte de flior se
asocia q la dieta "fibra Gwar” (tabla 12). En el caso de Lactobacillus sp, los dos
coeficientes indican correlacion entre ambas variables con valores muy altos de
significacién con dieta "K2000" y “fibra Gwar" (p<0.05). En cambio en los
tratamientos con fliior, la "fibra Gwar" muestra grados de significacion débiles,
p<0.03, p<0.01, mientras que con la dieta "K2000" se observa que la correlacion

no es significativa.
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Figura 2. Curva de crecimiento bacteriano de S. mutans ATCC 25175 en

cinco caldos de cultivo.
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Tabla 1. Coagregacion entre S. mutans ATCC 25175 y otras bacterias orales.

T

|
GRUPO ESPECIE BACTERIANA | COAGREGACION CON AUTOAGREGACION | N° CEPAS | AGREGACION
ORAL 8. mutans ATCC 25175

A._odontolyticus ATCC 17982 + + + H 100 %
BACILOS | Lacrobacillus spp _ _ 10 0%
GRAM + | A._actinomycetemcomitans _ . 1 %

Fusobacterium nuclearum + _ 3 100 %

P._melaninogenicus ___ _ 1 0%
BACILOS | P._gingivalis _ _ 1 0%
GRAM - P. loescheii + + + _ 1 100 %

B. intermedius + + + _ 3 66.6 %
Cocos S._mitior . _ 2 0%
GRAM + | S. salivarius _ _ 10 0%

S. mutans +/- -/+ 50 9 %
cocos Veillonella alcalescens + + + 1 100 %

GRAM -




Tabla 2. Medida de la produccién de "slime" de S. mutans y Lactobacillus spp., en relacién con el tiempo de incubacion,

TEST TIEMPO DE INCUBACION (HORAS) “

"SLIME" 24 48 72 "

S.mutans ATCC 25175 + +@ + + + + “
J

(1) Determinacion del grado de produccion de "slime".

ESPECIE ORIGEN N°® CEPAS TIEMPQO INCUBACION (HORAS)
BACTERIANA 24 48 72
S. mutans Grupo Control 10 0% ©® 60 % ! 10 %
S. mutans | Grupo "K2000" 10 | 80 % 20 % L 0%
” S. mutans | Grupo "FibraGwar| 10 | 70% 0% | 0%
| : ]
- " Lactobacillus spp r Grupo Control - 10 r 0% | 10 % r 20 %

(1) Recuento porcentual de cepas productoras de "slime”.



ll

Tabla 3. Determinacion de glucano insoluble producido por S. mutans a

diferentes concentraciones de sacarosa.

S. mutans ATCC 25175

T Sacarosa (%)
@ COD = valor de D.O corregida

CANTIDAD DE
AZUCAR™ coD? PRODUCCION DE GLUCANO
CONTROL 0.01 - |
1% 0.09 +
5 % 0.15 + + -
10 % 0.40 + +

CANTIDAD DE | PRODUCCION DE GLUCANO DE S. mutans (n=30)
SACAROSA GRUPO I GRUPO II” | GRUPOIT®
i CONTROL 0% 0% 0% |
1% 10 % 20 % 20 % l
5% 30 % 60 % 40 %
10 % 70 % 80 % 60 %

“T"Cepas bacterianas procedentes del grupo control de ratas n=10

@ Cepas bacterianas procedentes del grupo de dieta "K2000" n=10
©) Cepas bacterianas del grupo "Fibra Gwar" n=10

. ™ Porcentaje de cepas productores de glucano.
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ATCC 25175 a diferentes concentraciones de aziicar.



Tabla 4. Efecto del fluoruro sédico en la calda de pH de S. mutans ATCC 25175

a diferentes concentraciones de aziicar.

AZUCAR CONCENTRACION | pH INICIAL | pH FINAL
DE FLUOR

GLUCOSA 1% : 70 | 50

GLUCOSA 1% 128 mg/L 7.0 6.5

GLUCOSA 10% : 7.0 45

GLUCOSA 10% 128 mg/L 7.0 6.5
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Figura 12, Efecto del fluoruro sédico (NaF) a pH 6.5 en el crecimiento de S.
mutans ATCC 25175.
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Figura 13. Efecto del fluoruro sédico (NaF) a pH 5.0y 4.0 en el crecimiento de S. mutans ATCC 25175.



Tabla 5. Efecto de concentraciones subinhibitorias del fluoruro sédico (NaF) en la

agregacion de S, mutans ATCC 25175,

CMI (%) GRADO DE COAGREGACION
100 + +
50 + +
25 + +
12.5 + +
6.25 + +

Tabla 6. Efecto de concentraciones subinhibitorias de fluoruro sédico (NaF) en la

produccion de glucano de S. mutans ATCC 25175.

| cmr () CoD PRODUCCION GLUCANO
100 0.02 -
50 0.13 +
25 0.15 + +
12.5 0.29 + +
6.25 0.44 + o+




Tabla 7. Medida del peso en cada grupo experimental.

GRUPO TRATAMIENTO N° RATAS PESO (gn)? “
45 DIAS 90 DIAS "

1 CONTROL 15 231.5 + 15.3 43 + 55
1 "K2000" 15 298 + 9.8 405.5 + 14.6
ar "FIBRA GWAR" 15 271 + 4.8 377.4 + 83
v "K2000" + AGUA F. 15 227.2 + 7.16 383.6 + 10.7
v "K2000" + BARNICES 15 232.6 + 5.5 383.2 + 10.57
VI "FIBRA" + AGUA F. 15 277 + 12.5 380.4 + 13.24
vil "FIBRA" + BARNICES 15 296.3 + 3.58 415.7 + 8.6

“x + SEM
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Tabla 8. Relaciones estadisticas entre cada grupo experimental y su control para S. mutans (valores de p < 0.05 se consideran

significativos).

S._murans™ *K2000" "FIBRA GWAR" | "K"+BARNICES *K"+AGUA F. "F"+BARNICES "F*"+AGUAF.
CONTROL P <0.00005 p<0.01 N.S.% N.S. N.S. p<0.05
DIETA "K2000" _ p<0.05 p<0.00005 P <0.00005 _ _
“FIBRA GWAR* _ . . _ p<0.01 p<0.05

W 45 dias
@ no significativo

S. mutans® "K2000" "FIBRA GWAR" | "K"+BARNICES “K"+AGUA F. "F"+BARNICES F"+AGUA F.
CONTROL p<0.05 P <0.00005 N.S, N.S. N.S. N.S
DIETA "K2000" L N.S. p<0.05 p<0.05 _ . "
“FIBRA GWAR" _ _ 2<0.00005 P <0.00005

® 90 dias



Tabla 9. Relaciones estadfsticas entre cada grupo experimental y su control para Lactobacillus spp. (valores de p < 0.05 se

consideran significativos).

Ll Lactobacillus™ *K2000" “FIBRA GWAR" | "K"+BARNICES | "K"+AGUAF. | "F*+BARNICES | "F*+AGUAF. "
| controL N.5.? N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. ||
, DIETA "K2000" _ N.S. NS, N.S. _ _ "
\ "FIBRA GWAR" _ _ _ _ p<0.01 N.S. "

D 45 dias

@ no significativo

Lacrobacillus® “K2000°" "FIBRA GWAR" | "K"+BARNICES | "K*+AGUAF. | "F*+BARNICES | *F"+AGUAF. “

l CONTROL N.S. p<0.05 N.S. N.S. N.S. NS. l
| DIETA “K2000" _ N.S. N.S. N.S. _ _ |

“FIBRA GWAR" B _ _ _ p<0.0005 p<0.05 ’
1

“ 90 dias



Tabla 10. Relacion entre recuentos salivares de S. mutans y caries dental,

— - S—
| GRUPOS 45 DIAS T 90 DIAS REDUCCION
EXPERIMENTALES S. mutans® CARIES™ S._mutans® CARIES® CARIES (%) L

CONTROL 175 0% 2.07 3.3 % _

l "K2006" 4.65 66.6 % 5.1 9.6 % B “

| “FIBRA GWAR" 4.2 40 % 4.66 6.6 % _ ‘
"K2000" + AGUA F. 2.4 16 % 110 20.8 % 79.2 % "

|| "K2000" + BARNICES 1.74 13.3 % 0.9 1% % % |
"FIBRA" + AGUA F. 3.2 266 % 2.67 20.8 % 72 %

" “FIBRA" + BARNICES 1.89 20 % 1.26 7.6 % 924 % T

T Recuento salivar flog uc/ml)

@ Porcentaje de lesiones cariosas n = I5



Tabla 11. Relacion entre recuentos salivares de Lactobacillus spp. y caries dental.

GRUPOS 45 DIAS | 90 DIAS REDUCCION
EXPERIMENTALES | Lactobacillus sp™ CARIES™ | Lactobacitius sp® | CARIES® CARIES(%)
CONTROL 3.5 0% 3.93 3.3 % _
] "K2000" 3.7 66.6 % 411 9.6 % _
"FIBRA GWAR" 3.86 0% 4.33 46.6% _
"K2000" + AGUA F. 3.66 6% 4.06 208 % 79.2%
| K2000" + BARNICES 3.20 13.3 % 4.88 41% 9% %
‘ "FIBRA" + AGUA F. 3.7 26.6 % | s 2% 72 % ||
“_"f‘lBRA" + BARNICES 3.4 20 % 3.31 [ 6% 92.4% "

(1) Recuento salivar (log ufc/mi)

(2} Porcentaje de lesiones cariosasn = 15



Tabla 12. Valores estadisticos de correlacién entre recuento de S. mutans en saliva y caries dental.

e — ——rn 1
CONTROL | “K2000" | "FiBRA G | "K"+AGUA F | "K"+BARNICES | "F"+AGUA F | "F"+BARNICES ||
P 0.02 0.17% 0.21 0.16 0.1 0.03 0.01
CARIES
SARIZS r | ko004 0.13 0.16 0.15 0.12 0.10 0.09
P 0.035 0.05 0.05 0.045 0.05 0.032 0.04
» | k004 0.05 0.05 0.05 0.05 0.02 0.03
Lactobacillus spp. ||
CONTROL | k2000 | "FIBRA G | "K"+AGUA F | "K"+BARNICES | "Fr+AGUA F | "F"+BARNICES "
P 016 0.12¢ 0.10 0.01 0.03 0.07 0.04
CARIES
sASES r | k"o 0.03 0.01 0.04 0.07 0.15 0.03
P 0.9 0.05 0.05 0.092 0.08 0.032 0.01
s | kon 0.48 0.05 0.72 0.69 0.01 0.029

r = Coeficiente de correlacion de Pearson'’s () y Kendall ().
P = Valor de probabilidad,

M —

= Valores de p<0.05 se consideran significativos.



VI. DISCUSION



Discusion

~ 6.1. PRUEBAS REALIZADAS CON AZUCARES.

Uno de los objetives de este trabajo fue evaluar la acidogenicidad que
provocan en el medio varios aziicares, este fenémeno se calculé, midiendo la calda
de pH que origina cada uno de ellos en un medio inoculado con S. mutans y
sometido a condiciones limites de azicar. Esta curva de pH se ha usado en
anteriores investigaciones para evaluar el potencial cariogénico de diferentes
carbohidratos (17,258), en este caso utilizando una suspension bacteriana en fase

logarimmica de crecimiento.

Los resultados del estudio reflejan el importante papel que desempefian tanto

la glucosa como la sacarosa y fundamentalmente este iltimo en los procesos
- patoldgicos de la boca; por un lado, debido a la gran capacidad de este
microorganismo para fermentar dichos aziicares, hecho que se muestra con los altos
valores de recuento celular alcanzados, indicadores de un buen crecimiento y por
otro lado, la fuerte acidificacion que provocan en el medio, siendo ellos los que

originan el mayor descenso de pH con valores alrededor de 5.0 - 5.2.

Se puede decir que la acidificacion del medio responde solamente a la accién
de S. mutans sobre estos aziicares, ya que previamente se agoto el posible almacén
enddégeno de polisacdridos intracelulares, mediante pases sucesivos a medio sin
aziicar (258).

Estos valores coinciden con los pH obtenidos por YAMAMOTO y col. 1988

(258), en que tanto un aziicar como el otro daban los pH mds bajos en relaciéon con

" otros carbohidratos y en cuanto que obtuvieron un pH ligeramente menor con
glucosa que con sacarosa, empleando una suspension celular de §, mutans. Dada

la gran afinidad que tiene esta especie por la sacarosa, esperamos que dicho
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sustrato fuera el aziicar mds acidogénico, sin embargo la glucosa provocé una

bajada de pH ligeramente mayor.

Otro aziicar usado como fuente de carbono fue la lactosa, sorprendentemente,
- los resultados obtenidos con este aziicar sugirieron, que se trata de un sustrato
considerablemente menos acidogénico que otros de los azicares ensayados.
YAMADA y col. 1980 (256) estudiaron la acidogenicidad que provocaba la lactosa
en la placa dental humana usando para tal fin un electrodo de pH; comprobaron que
la bajada de pH como consecuencia de la fermentacion de la lactosa, es menor que
con otros aziicares siendo su pH final 6.2, valor muy similar al obtenido en nuestro

ensayo.

Ademds de los aziicares mencionados, se evalué como contribuyé a la
acidificacion del medio, el aporte de dos polioles: xilitol y sorbitol. Segiin esta
investigacion, la presencia de 1 % de xilitol en el medio de cultivo, provocé una
inhibicidn del crecimiento de esta bacteria, mientras que con el sorbitol apenas

manifesté crecimiento.

La sensibilidad que manifiestan los estreptococos frente al xilitol, se podria
explicar de dos formas. Por un lado, esta inhibicién se traduce en una demora por
alcanzar la fase estacionaria de crecimiento y por otra, se ha visto que algunos de
ellos que no pueden alcanzar la fase estacionaria del cultivo control (4,237,214). En
este caso, el cultivo puro de S. _mutans ATCC 25175, no alcanzé la fase
estacionaria del cultivo control durante las 12 horas de estudio en presencia de
xilitol; estos datos coinciden con los de SODERLING y col., 1989 (215) respecto
de un control de células cultivadas en ausencia de glucosa. Su ensayo mostré una
inhibicién celular de aproximadamente un 50 % respecto del control, aunque se ha
visto en otros estudios que en presencia de altas concentraciones de xilitol (5 %) la
inhibicion es de un 85 % (237).
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El mecanismo por el cual se produce este fendmeno tiene lugar, cuando el
xilitol se transporta al interior de la célula mediante una fosfoenolpiruvato (PEP)
dependiente de un sistema fructosafosfotransferasa (PTS) (8,216). El xilitol-5-P
formado, que es téxico, es el responsable de la inhibicion de la bacteria (4,6,233).
En cuanto al sorbitol, dada su estructura ciclica de 5 dtomos de carbono es
extremadamente estable, y la bacteria solo es capaz de metabolizario débilmente.
Esto lleva a que se produzca una bajada minima de pH en el medio, ya que no
" produce apenas acidos luego ambos serén potencialmente menos cariogénicos que

oLros azicares.

En general, los efectos mds importantes que se han demostrado dél xilitol en
la flora oral, incluyen un descenso en la cantidad y acidogenicidad de la placa,
cambios en los componentes quimicos de la misma y una reduccion en el nivel de S,
mutans en placa y saliva (7,217,250), ya que como se ha visto este poliol inhibe el
crecimiento de esta bacteria que no puede usarlo como sustrato (5,238). Otros
autores han mostrado en estudios llevados a cabo en animales y en el hombre que
el xilirol es anticariogénico y que sus efectos dependen de la dosis y frecuencia de
administracion (10).

Respecto a los resultados obtenidos sobre la acidogenicidad del xilitol y
sdrbitol, se vio que ambos producen un descenso de pH en el medio minimo, lo que
nos permite decir que ambos son poco acidogénicos, en cualguier caso, la catda de
PH con sorbitol y xilitol es siempre menor que con glucosa. Estos datos coinciden
con los hallazgos de HAVENAAR (108) que trabajé con suspensiones celulares de
S. mutans en medios que contenian sorbitol. Son asimismo comparables con los
obtenidos por BIRKHED (18}, quien posteriormente en 1983 (92), estudi6 efecto del
xilitol y sorbitol sobre la formacién de la placa en el hombre, observando que ambos

producen un valor de pH mayor y menor produccién de dcidos (192).

Un estudio llevado a cabo por KALFAS y col. 1990 (120) pretendié
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determinar la produccién de dcidos del sorbitol y glucosa en suspensiones celulares
de S. mutans. Para ello analizé los productos metabélicos finales obtenidos en los
filtros de dicha suspension, éste revel6 en todas las cepas examinadas, la formacién
de una cantidad total de dcido menor con sorbitol que con glucosa. Asi por efemplo,
mientras que la glucosa fermentada daba principalmente dcido ldctico, en la
degradacion del sorbitol sélo se detectaron bajas concentraciones de este dcido. Por
consiguiente la composicién de productos metabolicos finales formados a partir del
poliol, se caracteriza por presentar una menor cantidad de dcidos orgdnicos fuertes:

Sformico y ldctico.

Finalmente y en relacion con los resultados obtenidos se puede destacar la
escasa acidogenicidad que presentan en el medio de cultivo y la inhibicion que

originan en el crecimiento de S. mutans. Esto sugiere la propuesta de considerar a

estos azicares como agentes preveniivos de la caries y por tanto podrian servir para
administrarlos en dietas como posibles sustitutos de otros azicares, ya que al ser
potencialmente menos cariogénicos, crearfan situaciones menos patoldgicas en

relacién con el proceso infeccioso de la caries dental.

Se ha visto cuando sometimos el crecimiento de S. mutans a medios
enriquecidos con estos dos aziicares, que tanto la sacarosa como la glucosa permiten
un crecimiento excelente de esta bacteria. No obstante, las concentraciones de
aziicar a que se enfrenta dicha especie en el ambiente oral son muy variadas,

- dependiendo del consumo de hidratos de carbono; es decir, existen perfodos de
aportes ricos en carbohidratos (34) y momentos en que el aziicar se encuentra en

cantidades muy bajas, como es entre comidas.

Con tal fin se evalud, que grado de acidificacién alcanzaria el medio cuando
S. mutans crece en situaciones de alta y baja concentracién de aziicar. Nuestros
resultados reflejaron como el medio que estaba enriquecido con aziicar

proporcionaba pH mds bajos que cuando éste escaseaba en él.
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La explicacion que se puede dar a este hecho, es que cuando la bacteria crece
en ambientes pobres en aziicar, lo que hace es degradario por la ruta glicolitica,
formando como principales productos de fermentacion dcido formico, acético y
etanol que son relativamente menos acidogénicos, alcanzando valores de pH de 5.0 -

5.2, sin embargo no forma dcido ldctico a pesar de tener la lactato deshidrogenasa
que es una enzima constitutiva. El no funcionamiento de la misma se debe a que
depende absolutamente de fructosa 1,6 bifosfato para activarse, ya que con niveles
extracelulares bajos de aziicar el depdsito intracelular de fructosa 1,6 bifosfato es

demasiado escaso para activarse la enzima.

Sin embargo expuesto a altas concentraciones de aziicar los niveles
intracelulares de fructosa 1,6 bifosfato aumentan, esto es lo que motiva la activacién
' de la lactato deshidrogenasa obteniéndose en éste caso dcido ldctico como principal
producto de fermentacion de esta bacteria. Por tanto, el dcido ldctico elaborado por
S. _mutans a partir de la glucosa y de la sacarosa provocarfa una mayor
acidogenicidad del medio, contribuyendo en mayor medida a wuna accion
potencialmente mds cariogénica sobre el esmalte dental. Segiin GEDDES (79) y
CARLSSON (33) este fenémeno observado "in vitro”, puede ser una de los posibles
consecuencias que se dan en el hdbitat oral cuando se consumen dietas ricas en

hidratos de carbono con cierta frecuencia.

Una caracteristica crucial de las bacterias cariogénicas es ser aciduricas, es
decir la capacidad de estos microorganismos para fermentar agiicares, crecer y

sobrevivir en un ambiente dcido durante largos perfodos de tiempo.

Existen varias situaciones en el hébitat oral que conllevan cambios ambientales
de pH. Sabemos que el pH de la placa dental puede alcanzar un valor de 4.0
durante el metabolismo de carbohidratos y permanecer a este nivel durante muchas
horas (202), e inciluso en fisuras y lesiones cariégenas puede estar expuesta a

valores por debajo de este pH (57). Este descenso del pH ambiental constituye un
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factor que afectaria al metabolismo y crecimiento de S. mutans, por ello

examinamos la presion selectiva que ejercerian estos cambios de pH.

Vimos anteriormente que este microorganismo es capaz de acidificar el medio
una vez que degrada la fuente hidrocarbonada. Esto se traduce en una lenta y
progresiva calda de pH que no perturba el crecimiento de la bacteria. Sin embargo
en la placa puede suceder, una rdpida y drdstica reduccién de pH como es, seguido
de un consumo de aziicar en que el pH cae rdpidamente alrededor de un pH: 5.0
(222); luego estudiar la capacidad de fermentar aziicares a bajo pH, serfa incluso

mds importante que la acidificacion que provocan en el medio a pH: 7.0.

Por eso determinamos como influye este hecho, por un lado en la capacidad
de 8. mutans para crecer en medios con glucosa a diferentes valores de pH 'y por
otra analizamos el efecto que causarfa una calda rdpida de pH en la capacidad de

- esta bacteria para sobrevivir y desarrollarse.

En el trabajo se empled un indculo en fase logaritmica de crecimiento que
sometimos a diferentes pH. La eleccién de los mismos fue en base a los posibles
valores de pH que se alcanza en boca: en estado de reposo, en estado metabélico
y en caso de una placa dental dcida (115). Segun los resultados, el mayor
crecimiento de S. mutans se consigue a pH 7.0, seguido del obtenido a pH dcidos
como 5.0y 6.5 y manteniéndose la viabilidad celular en estado latente a pH: 4.0;
solo se produce un descenso progresive a pH: 3.0. Comparando los valores de
recuento celular obtenidos en la primeras horas se observa, que el descenso es

progresivo a medida que baja el pH.

Esto nos hizo suponer que el crecimiento de esta especie no parece ajustarse
" a una rdpida reduccidén de pH, es decir la actividad metabdlica para degradar el
aziicar se reduce ligeramente en ambientes mds dcidos, idea que coincide con los

estudios de KALFAS y col.(120). Sin embargo en una situacion posterior, aunque

147



Discusidon

S. mutans disminuye su crecimiento después de ser sometido a un stress tal, como
es un cambio brusco a un medio con pH dcido, cuando crece a pH 5.0y 6.5
rdpidamente vuelve a recuperar su crecimiento. Esta recuperacién muestra la
capacidad de esta especie para adaptarse a estos valores de pH. No sucede ast, a
" pH 4.0 en que la viabilidad celular permanece paralizada, aunque ello nos permite
comprobar que aun ast es capaz de sobrevivir en un medio sometido a tales

presiones.

Se deduce de estos resultados, que dichos cambios en el pH del medio tienen

un efecto poco negativo sobre S. mutans, ya que no se produce una eliminacion de

la bacteria, e incluso, en los casos en que se recupera consigue valores

relativamente altos respecto del control, que manifestd el mayor crecimiento.

Por lo tanto los resultados vistos en la figura 8, también observados en
estudios de crecimiento continuo con quemostatos (21), se podrian explicar en base
a la capacidad que muestra S. mutans para adaptarse a medios donde se producen
 Juertes caldas de pH y crecer bajo esas condiciones (218). Por consiguiente, esta
resistencia a la acidez del medio es una caracteristica qite le aportarfa grandes
ventajas dentro de la comunidad oral frente a aquellas otras bacterias que no fueran
acidiricas (20). Esto sugiere que en la placa dental sélo las cepas con esta
propiedad serdn seleccionadas en ecosistemas dcidos, tales como lesiones cariosas
y fisuras, por el contrario fluctuaciones normales de pH que se produzcan en la

placa no proporcionardn a este microorganismo una ventaja dentro del hébitat oral.

6.2. CAPACIDAD DE AGREGACION BACTERIANA.

Los mecanismas por los cuales aparece la infeccion en la boca son muiltiples

- pero quizds uno de los mds importantes sea la capacidad que presentan algunas
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bacterias de agregar entre ellas (84,86), propiedad que les permite una mayor
colonizacion de las superficies dentales. S. mutans es el principal microorganismo
implicado en la patogénesis de la caries dental y el estudio de su posible
coagregacion con otras especies serfa de gran importancia para un mayor

conocimiento del origen de dicha infeccién (50).

Con tal motivo, este estudio evalué la coagregacion que existe entre S. mutans
ATCC 25175 y otras bacterias orales. Las especies bacterianas que se ensayamos
procedian de individuos con infecciones orales (endodontitis, periodontitis)

pertenecientes a varios géneros como: Bacteroides, Fusobacterium, Lactobacillus

Actinomyces, otros estreptococos..., con el fin de observar el comportamiento de
asociacién bacteriana que manifiesta nuestra especie control en relacién con varios

de los microorganismos existentes en el ecosistema oral.

En los resultados de este ensayo encontramos que S. mutans coagrega
Juertemente con Actinomyces odontolyticus, Veillonella alcalescens, y algunas
especies del género Bacteroides. Autores como CISAR y col. (37) establecieron que
existia una coagregacion positiva entre algunas cepas de S,_mutans y Actinomyces
spp; posteriormente, KOLENBRANDER y col. 1983 (134) realizando estudios de

~ agregaciones bacterianas entre ambas especies, llegaron a la misma conclusion
(136).

Si valoramos las consecuencias que pueden derivar de las agregaciones
encontradas entre estas especies, verlamos que la posibilidad de S. mutans para
coagregar con Veillonella alcalescens podria jugar un importante papel en la
etiologla de la placa dental y en particular en la etiologia de la caries, esta bacteria
que se encuentra invariablemente en boca y con frecuencia en gran cantidad, no
puede metabolizar los carbohidratos y utiliza como fuente de energia metabolitos
intermedios tales con el dcido ldctico (167). Autores como MIKX (172) y
posteriormente VAN DER HOEVEN en 1978 (240), demostraron en estudios de
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cultivos continuos mixtos con ambas bacterias que el dcido ldctico generado durante
el metabolismo de los carbohidratos por S. mutans (esta especie produce
predominantemente lactato cuando estd en presencia de un exceso de glucosa) era

utilizado por Veillonella alcalescens para formar dcidos débiles tales como acético

y propionato. Otros trabajos llevados a cabo por MIKX (172) le permitieron
explicar, que mezclas de ambas especies inoculadas en ratas gnotobiéticas causaban

menos caries que aquellas infectadas sélo por S. mutans.

La union de algunas especies de Bacteroides a §. mutans, segiin hemos visto
en el ensayo podria favorecer la continuidad de la inﬁacéién dental, mediante la
union de especies de escasa adhesividad a otras de alta, como es el caso de S.
mutans. As{ algunas especies bacterianas incluidas en este estudio como
Streptococcus spp, Veillonella y Actinomyces, se caracterizan porque colonizan la
cavidad oral en estadios tempranos y la unién de Bacteroides a algunos de ellos,
podria ser responsable de la retencién en la cavidad oral. KOLENBRANDER y
col., 1985 (135) sugiri6 que P. loescheii podia actuar como puente en la

coagregacion de multiples especies bacterianas como §.__sanguis, S. mitis,
Lacrobacillus casei, Actinomyces. ..

En nuestro estudio, dentro del grupo de bacilos gram negativos, dos especies

tienen la capacidad de coagregar con S. mutans, que son P._[oescheii y B,

. intermedius. Estos hallazgos con P. loescheii estdn de acuerdo con los resultados
obtenidos en estudios similares de VAN WINHELHOFF y col. 1983 (246) y EKE
y col. 1989 (63).

Frente a S. mutans también resulté positiva la coagregacion con
Fusobacterium nuclearum, aunque en este caso la asociacion existente era muy débil,
es decir, segiin el criterio seguido observamos la formacién de agregados pequefios

y uniformes en suspension.
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6.3. CAPACIDAD DE ADHESION.

La formacion de placa bacteriana dental es un requisito indispensable en la
aparicién de la caries dental y para desarrollarse dicha placa es fundamental el
proceso de adhesién microbiana (87). Intervienen en el mecanismo adhesivo diversos
elementos bacterianos y de la cavidad oral, aunque el factor étiolégico
imprescindible es el establecimiento microbiano mediante el proceso de adhesion
(176,

Asf pues, dada la importancia que supone la produccién de polisacdridos
extracelulares como posible mecanismo de adherencia en el desarrollo de la placa
dental y consecuentemente en el inicio de la caries, se propuso estudiar "in vitro”
la capacidad adhesiva de . mutans mediante la determinacién de la produccion de
"slime"” 6 capacidad de producir sustancia mucoide y la cantidad de glucano

producido, empleando para ello dos técnicas diferentes.

Se han utilizado varias pruebas para estudiar la adhesién bacteriana "in
vitro”, la técnica que empleamos en esta investigacion fue la de CHRISTENSEN y
col. (48) utilizada por este autor para Pseudomonas sp. Modificamos este test en dos
aspectos con el fin de obtener mejores resultados. El medio de cultivo normalmente
utilizado en este ensayo, lo cambiamos por caldo Wiikins-Chalgren ya que conseguia
un mejor crecimiento de la bacteria, asf mismo sustituimos el colorante safranina por

violeta genciana, ya que tefifa mejor vy daba una respuesta mds evidente.

Normalmente estas técnicas para evaluar capacidad de adherencia, en su
mayorfa se aplican empleando cepas standard de laboratorio, sin embargo se ha
mencionado la posibilidad de que dichas cepas tengan unas propiedades adhesivas

diferentes de las que tendrian estas mismas bacterias "in vivo" este fue uno de los
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motivos que llevd a estudiar la capacidad adhesiva de este microorganismo S.
mutans ATCC 25175 y ademds examinamos otro grupo de cepas de esta misma
especie procedentes de la saliva de ratas Wistar utilizadas en nuestro modelo animal,

que se verian afectadas por los tratamientos a que fueron sometidos en sus dietas.

De los resultados obtenidos mediante esta técnica dedujimos por un lado, que
el tiempo de incubacion dptimo necesario para conseguir una mayor adhesién "in
vitro”, es de 48 horas en 8. mutans y de 24 horas para Lactobacillus sp. CASAS
¥y col. 1989 (36) encontraron datos similares a éstos, al estudiar la adhesion de
varios microorganismos orales al esmalte y otros materiales de uso odontoléogico.
Ademds mediante ambas técnicas comprobamos que S. mutans ATCC 25175
presenta una gran capacidad adhesiva. Segin la mayoria de los estudios, el
principal mecanismo de adhesién en esta especie es debido a la sintesis de
. polisacdridos extracelulares del tipo mutanos y dextranos y en menor grado del tipo
Sfructanos (9). Asf de las 30 cepas examinadas, la mayoria presentaron una elevada

capacidad para producir "slime”.

Resulta curioso ver como, cuando se pone a incubar el inéculo en un caldo
cuyo sustrato azucarado es la sacarosa, la produccion de mucopolisacdridos se
manifiesta como una capa compacta que se dispone en la base y paredes del matraz,

y que no se desprende ni tan siquiera al agitar el medio.

También valoramos esta propiedad, con cepas de Lactobacillus spp. y
comprobamos que al contrario de lo que ocurre con S. mutans, la capacidad
adhesiva para esta bacteria es menor, ya que en 70% de los casos, no se detecto la
presencia de polisacdridos extracelulares. Estos datos concuerdan con los ofrecidos
- por numerosos autores que consideran que las bacterias del gen. Lactobacillus tienen
poco poder de adherencia lo que podria estar en relacién con su poca capacidad
para producir PSE (87). La baja afinidad de estos microorganismos por las

superficies dentales explicaria que su asociacion con lesiones cariosas se debe
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Jundamentalmente a la posibilidad de ser "atrapados” de forma pasiva en la matriz

de la placa 6 a ser retenidos de forma mecdnica en surcos y fisuras (26).

Pese a que algunos trabajos experimentales demuestran el papel de otras
cepas, ademds de S. mutans en el comienzo de la caries (87), probablemente su
intervencion en estos procesos, esté mds en relacién con un poder invasivo
secundario (150), encontréndose con frecuencia en el frente de avance de lesiones

cariégenas y en las infecciones de canales radiculares, como es el caso del gen.

Lactgbacillus sp.

La formacion de glucanos insolubles en agua a partir de sacarosa es el
principal factor determinante de la adhesion de S. mutans a las superficies lisas.
Para determinar las cepas productoras de glucano, se eligié el ensayo de GHIONE
y col. 1985 (83) y descubrimos que la cantidad de glucano que puede sintetizar esta
bacteria, iba aumentando a medida que aumentaba la concentracién de la sacarosa.
Incluso a concentraciones de aziicar tan bajas como es 1% de se detecté facilmente
- el glucano sintetizado por la bacteria. Investigaciones realizadas por GHIONE y
col. le llevaron a conclusiones similares. En base a esto podemos decir que la
produccion de glucano depende de la concentracion de sacarosa en el medio de

cultivo.

En relacion con los estreptococos aislados de las muestras orales de ratas
Wistar pertenecientes a S. mutans, también se vio que eran capaces de producir
glucano, aumentando éste a medida que lo hacia la concentracion de sacarosa. Hay
que recordar que algunas de las cepas ensayadas proceden de la saliva de ratas
sometidas a dietas ricas en sacarosa, y esto nos hace pensar que el microorganismo
dispone de un almacén rico en polisacaridos intracelulares. Al evaluar la produccion
de polisacdridos, respecto de Lactobacillus sp. vimos que apenas se detectaba
glucano, luego al contrario que con S, mutans podemos considerar a este

microorganismo como mal productor de glucano.
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Los datos obtenidos se consiguieron a partir de cepas que hablan sufrido
subcultivos repetidos en WC sin sacarosa, llevados a cabo antes del test ya que si
las bacterias sufrfan subcultivos en medios con sacarosa, los resultados podian

modificarse al interferir la posible reserva de polisacaridos intracelulares.

Se ha visto que la capacidad de adherencia, mediada por la produccién de

- PSE representa ventajas para la bacteria, ya que la presencia de sacarosa favorece
la colonizacién de superficies dentales y ademds podria jugar un papel importante
en la microbiologta oral, habida cuenta que un alto grado de adherencia permitiria
que la bacteria resistiera mejor el efecto de eliminacion causado por el fenomeno de
aclaramiento salivar. Podemos considerar que en todo este proceso la sacarosa es

el principal sustrato promotor del desencadenamiento de estas reacciones.

Finalmente podemos decir que esta caracteristica y la capacidad de
coagregacion con otras bacterias son dos factores de gran relevancia en la
Jormacién de la placa dental ; esto implica que en el proceso cariogénico exista una

adhesion directa al diente, ademds de una de tipo intermicrobiano,

 6.4. ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA DEL FLUOR. )

El flior se ha utilizado en numerosas ocasiones como tratamiento preventivo
de la caries dental, aunque pocas investigaciones se han realizado acerca del efecto
antibacteriano que ejerce sobre algunos microorganismos y en especial su actividad

Jrente a S. mutans como representante etiologico de dicha infeccién.

Precisamente por ello, uno de los objetivos del estudio fue analizar la accion
antimicrobiana del fliior sobre esta bacteria y para ello, primeramente se determing

el valor de la CMI del flitor, en forma de fluoruro sédico frente a un cultivo puro
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de S. mutans ATCC 25175. Obtuvimos inhibicion del crecimiento en presencia de
unos niveles de fliior muy altos, siendo el valor de CMI para esta cepa de 128 mg/l.
El valor de CMB es 4096 mg/l., es decir 32 veces mayor que el valor de la CMI,
condicion que establece DANKKERT y col. (52}, para que un estreptococo sea
tolerante, es decir que el antimicrobiano inhiba el crecimiento pero no mate a la

bacteria.

Estos valores guardan cierta correlacion con aquellos encontrados por KAY
Y WILSON, 1988 (123), quienes obtuvieron un valor medio de CMI con compuesios
de flilor de 260 mg/l frente a cultivo puros de 40 cepas bacterianas, eliminando el
100% de estas con un valor de CMI de 1040 mg/l, mientras que otros autores como
BULLOCK, 1989 (26) evaluaron efecto antibacteriano del flior, frente a cepas
procedentes de placa subgingival, encontrando un intervalo de valores de CMI de
130-1040 mg/i, con un valor medio de 260 mg/l que producta un 97.5% de
inhibicién siendo el valor medio de CMI para S. mutans NCTC 10449 de 512 mg/l.

Estudiada la accion del fliior en funcién del tiempo los resultados mostraron
que a la concentracion de CMI se produce una inhibicion en el crecimiento de la

bacteria, alcanzando a las primeras horas de exposicion del fliior un rdpido

descenso. Sin embargo es evidente, que se produce una supervivencia de S, mutans
en el cultivo como consecuencia de que una vez el fliior es eliminado del medio éste
- se recupera nuevamente alcanzando un elevado valor de recuento que nos indica el

efecto bacteriostdtico que ejerce este antimicrobiano sobre §. mutans.

Algunos autores han comprobado que S. mutans es capaz de adaptar su
crecimiento en presencia de fliior, segiin se ha visto en otros estudios realizados "in
vitro” (100,162), e incluso con altos niveles de fliior como es con aplicaciones
tépicas en estudios "in vivo" (24). Astl mismo se ha demostrado en varias ocasiones
una adaptacion de la bacteria al flior en experimentos realizados "in vitro" y que

generalmente ésta es fenotipica, es decir la bacteria pierde su resistencia después de
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eliminar el flior de medio (100,223).

Una vez comprobada la actividad antimicrobiana del flior frente a este
microorganismo, se evalué el efecto que ejercen sobre la accién de este
antimicrobiano dos factores que se dan en procesos cariogénicos, como es la bajada

de pH del medio y el actimulo de concentraciones altas de aziicares (257).

Estudiado el efecto del flilor en asociacion con altas concentraciones de aziicar
(10%), se observé que al medir el pH del medio cuando éste contiene el flidor,
apenas experimentaba cambio alguno frente a un pH inicial de 7.0; se produjo una
bajada a 6.5 mientras que el control libre de fliior descendié a 4.5, luego el flilor

inhibe la produccién continua de dcidos a partir de azicares.

Este descenso de la acidez del medio, lo han explicado algunos autores como
la accion del flitor cuyo mecanismo de actuacion es inhibir la glicolisis, es decir éste
actiia sobre la enzima enolasa, lo cual hace que inhiba el proceso de fermentacion
de los aziicares y por tanto elimina la capacidad de las células para producir dcidos
a partir de glucosa y sacarosa. Otros autores también proponen que la accién del
Sflidor disminuye el crecimiento de esta bacteria como resultado de un descenso en la
biosintesis 6 en la capracion del sustrato, es decir inhibe indirectamente el transporte
de aziicar al reducir la capacidad de PEP por las PTS conductoras de carbohidratos
(243).

Podemos decir que cuando se administran aziicares tales como glucosa y

sacarosa, aumenta el recuento bacteriano de S. mutans y se provoca una gran

bajada del pH, generado por el metabolismo de estos carbohidratos, sin embargo
cuando se administra flilor éste reduce el crecimiento celular de S. mutans y cesa

la produccioén de dcidos.

Al enfrentar S. mutans a medios con varios pH dcidos unido a una

156



Discusién

- concentracion de flior de 128 mg/l se vio, que ambos factores ejercen una accion
antimicrobiana sobre esta especie; se comprob6 ademds como hecho interesante que
el fliior es un inhibidor mds fuerte a pH bajos respecto del control ya que la
combinacién de ambos factores provoca una inhibicion del crecimiento bacteriano
y de la acidez del medio mayor que cuando cada una de estas condiciones se evalian
individualmente respecto de sus controles. Estos resultados concuerdan con
IZAGUIRRE 1989, (114) quién comprobd como el descenso celular se favorecia

cuando el fliior se administraba en medios con pH bajo.

Hasta hace poco se creia que PEP-PTS era el unico sistema que operaba en
las bacterias orales para el transporte de carbohidratos. Sin embargo estudios
recientes sugieren que existe un sistema de transporte glternativo que operaria
principalmente a valores bajos de pH (247). Ademds a pH intracelulares bajos
. podrian inhibirse otras enzimas glicollticas que disminuyera la bajada de pH de la

especie (60).

Consideramos de particular interés que la accion bacteriostdtica del flilor se
vea influida por el pH del medio, idea que concuerda con los resultados de
HAMILTON Y ELLWOOD 1978 (98) y posteriormente de IZAGUIRRE 1989 (114)
quienes vieron que la inhibicién de la produccion de dcidos dependla del pH
trabajando con la cepa S. mutans Ingbritt (82). El flior puede actuar como un
conductor de protones transmenbrana y de esta forma incrementar la sensibilidad
celular al écido (15,61) e inhibir la captacion de glucosa(56). La glicolisis parece
detenerse a un pH que depende de la habilidad de la célula para mantener el pH
intracelular que apoyaria la actividad glicolltica; como se ha visto en los resultados,

el fliior puede comprometer esa capacidad (173).
La tolerancia de S. mutans a dcidos (100) y su capacidad para adaptar su

sistema glicolftico en estas situaciones de pH bajo (100) podia ser un factor

ecoldgico clave para este microorganismo en ciertos hdbitat de la supetficie del
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diente.

Segun se ha visto en este trabajo aunque la actividad metabélica de S. mutans
- se detiene cuando crece en ambientes dcidos con flior, posteriormente se recupera

en medio libre de este agente (24).

En muchos ecosistemas naturales pueden darse bajadas de pH durante cortos
periodos de tiempo que proporcionen una fuerte presion selectiva, un ejemplo de una
situacion as{ se puede dar en ausencia de saliva (23} 6 con el aporte de fuentes
exdgenas tales como ciertas comidas ricas en hidratos de carbono ¢ bebidas como
(jugo de zumo de frutas cuyo pH es 2.8-3.0, de manzana pH: 2.9-3.3 ), sin embargo
S. mautans frente a estos ambientes dcidos que tienden a eliminar a otras bacterias,

ella es capaz de desarrollarse.

Ademds en este estudio se ha observado que el flior a concentraciones
subinhibitorias aumenta la produccién de glucano, luego la adherencia mediada por

- polfmeros extracelulares no es inhibida a estos valores de fliior.

En relacion con estos datos, SHIMURA Y ONISI (211), llegaron a la
conclusion de que el flior inhibe la formacion de polisacdridos extracelulares

insolubles en agua de S, mutans no afectando la sintesis de polimeros solubles en

agua. Sin embargo otro autor como TREASURE, 1981 (234) mostré que la
formacién de "slime" aumentaba en presencia de fliior cuando la concentracion de
éste es 53 mg/l, produciéndose un aumento tanto de los polimeros solubles en agua
como de polimeros de glucano. Esta idea también esta de acuerdo con los datos
obtenidos por GHIONE y col. 1985 (83).

A la vista de los resultados encontrados, éstos indican que la accién

antibacteriana del fliior que a concentraciones subinhibitorias inducen a la bacteria

a producir glucano constituye un hecho que tiende a favorecer la adhesion de la
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bacteria a la superficie del diente (242).

Analizados los resultados obtenidos sobre el efecto del fliior en la agregacion
de §. mutans con otras especies bacterianas se deduce que concentraciones
subinhibitorias de fliior no afectan a la agregacién, a diferencia de las observaciones
de GHIONE (83) quién averigud que a estos valores el flilor es capaz de inducir un
aumento en la agregacion entre especies, aunque especifica que el grado de

asociacion depende de la cepa y de la concentracion de aziicar.

Finalmente podemos decir que después de estudiar "in vitro" el efecto directo
que causa este agente antimicrobiano frente a S._mutans como bacteria implicada
en la génesis de la caries dental, los resultados obtenidos muestran que el fliior
provoca la inhibicion de esta especie a altas concentraciones aunque no es

bactericida y ademds, actita inhibiendo la produccion de dcidos.

A pesar de los resultados que se han aportado, hay que tener en cuenta que
este tipo de infeccion de naturaleza polimicrobiana, incluye un enorme y variado
ntimero de bacterias muchas de las cuales intervienen como patégenos potenciales,
~ esto hace suponer que investigaciones “in vitro” con cultivos puros no serfa del todo
suficiente porque no permitirfa ver la eficacia real de este dgente en las condiciones
que se dan "in vivo". Este se veria afectada por una serie de factores como es su
degradacién por una o mds especies en una poblacién mixta, posible neutralizacion
por los componentes bacterianos de la placa 6 componentes producidos "in vivo" y

no "in vitro"...

El estudio "in vitro" nos aporta conocimientos sobre el modo de actuacién de
algunos de los pardmetros presentes en el ecosistema oral como es la influencia de
azicares de la dieta, acidez del medio, altas concentraciones de aziicares, efecto del

Jlior en el crecimiento de 8. mutans, sin embargo éste tiene sus limitaciones ya que

trabajamos con células en suspension, mientras que la placa dental es un "biofilm"

159



Discusidn

en crecimiento que interacciona con el esmalte y en consecuencia, el comportamiento
de la bacteria dentro de tal filtro puede diferenciarse del que observamos en un
cultivo liquido homogéneo. Las bacterias dentro de la placa pueden cesar su
metabolismo bajo determinadas condiciones de "stress”, aunque pueden permanecer
en su hdbitat fisicamente protegidas por otras células de la comunidad. Todo esto

nos llevo a desarrollar un estudio en un modelo animal.

6.5 MODELO ANIMAL.

La creacion de este modelo experimental pretendia conseguir un proceso de
naturaleza cariogénica en la boca del animal, en el cual se dieran conjuntamente

todos los parémetros estudiados individualmente "in vitro” frente a S. mutans. Esto

nos exigla la eleccion de un modelo animal adecuado, asf como la administracién

de unas dietas presumiblemente cariogénicas que indujeran tal proceso.

Como estableci6 BOWEN (19), para comprender lg etiologla de la enfermedad
y obtener un método efective para su prevencion, se necesita un modelo animal bien
definido. Segiin esto, elegimos ratas macho variedad Wistar albina por presentar
importantes cualidades como es su gran docilidad, fdcil manejo, buena tasa de
- crecimiento puesto que tienen un tiempo de gestacion corto (21 dias), y ademds una
alta longevidad, que hace de esta rata un modelo interesante para estudios
experimentales a largo plazo, en nuestro caso tratamientos que se prolongaron
durante 3 meses. Ademds hay que tener en cuenta que es una de las cepas mds
antiguas utilizadas en el laboratorio, y que todas las disciplinas de la investigacién

médica la han incluido en sus protocolos.

Cumple sobre todo, una caracteristica importante relacionada con sus dientes.

Estos, como lugar clave en el proceso infeccioso presentan gran similitud con los del
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hombre, en cuanto que poseen superficies dentales fisuradas y lisas a diferencia de
otros roedores como el hdmster, cuyos dientes estdn esencialmente libres de fisuras
(124). En relacién con el efecto patoldgico de la sacarosa y la accion retentiva de
S. mutans es importante que el modelo elegido guarde la mayor similitud posible
con la situacion real y mds, si se trata de un experimento implicado en la prevencién
de la caries. No se incluyeron en el estudio las hembras, debido a las variables que

pudieran generarse por influencia hormonal.

Las dietas que suministramos al animal, las elegimos porque contienen un
elevado porcentaje de hidratos de carbono. La dieta "K2000" ha sido ampliamente
utilizada en la creacion de modelos animales para el estudio de caries (127), sin
. embargo no ha sucedido asi con la adicion de "fibra Gwar" a dietas azucaradas, la
cual seleccionamos por ser un hidrato de carbono no fermentable que es altamente
pegajoso cuando se humedece, de esta manera se asemejarfa mds al efecto producido
por la mezcla de sacarosa y de almidones procedentes de diversos tipos de vegetales

y que aparecen frecuentemente en la alimentacion (72,74).

Basdndonos en la efectividad que ejerce la sacarosa frente a S. mutans (datos
"in vitro”) en comparacidén con otros aziicares como es mayor adherencia, buen
crecimiento y gran bajada del pH del medio, seleccionamos para este modelo dietas
en cuya composicion estuviera este aziicar en un alto porcentaje. Segun varios
estudios, los recuentos de esta especie eran mds elevados en dietas con sacarosa que
aquellas con glucosa en la placa dental. El efecto potente de la sacarosa estd
relacionado con la sintesis de glucanos que se requiere para la formacion tenaz de
- placa. Estas ventajas colocan a S. mutans en una situacion privilegiada para crecer

y establecerse en la zona.
La mayoria de los autores no han descrito ninguna alteracion en el estado

nutricional e inmunolégico de los animales tratados con estos tipos de dietas. Sin

embargo, se ha sugerido en algunos trabajos, que la dieta "K2000" podia reducir
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el crecimiento corporal de los animales debido a un posible estado de
- subalimentacion que influiria en una reduccion del peso de las gldndulas salivares
y en el volumen de la saliva. Esto darla lugar a un incremento en la susceptibilidad
a la caries, lo que inhabilitaria esta dieta como modelo para estudios sobre

cariogenicidad.

Estas afirmaciones se han basado preferentemente en la comparacion del peso
de los animales estudiados y parece deberse a la pauta de alimentacion que
utilizaron (cantidad de alimentos y frecuencia de alimentacion) (74), puesto que
algunos estudios que han evaluado esta posibilidad han demostrado que los animales
alimentados con dieta "K2000", cuando ésta se suministra "ad libitum”, no presenta
ningun problema nutricional (59,177). Otros autores en experimentos realizados
comparando la dieta "K2000" frente a diversas dietas suministradas con sonda
gdstrica, restan importancia al papel de la dieta en la produccion de caries,
. indicando que la etiologia de esta infeccion es principalmente el resultado de la
interaccion local entre las bacterias y la dieta sobre una superficie dental susceptible
(19).

En este estudio, el aporte de estas dietas "ad libitum”™ no supuso alteracion
alguna en el peso del animal, como se comprobd a lo largo de los dos controles
periddicos, durante los cuales el peso estaba dentro de unos intervalos fisiologicos
normales. Los resultados muestran un aumento de peso, lo cual indica que el animal
consume bien la dieta administrada y que estos cambios en la dieta no afectan a su
normal crecimiento y desarrollo, ya que todas las ratas gozan de buena salud. Se

trata pues, de dietas aptas como aporte alimenticio.

Pese a haber obtenido en nuestros resultados experimentales un crecimiento
normal, preferimos realizar un estudio que comparase toda-una serie de pardmetros
bioquimicos relacionados con e! estado de salud general del animal (datos no

mostrados). Comprobamos no solo el que las dietas no influyen ostensiblemente en
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dicho estado, sino también que los distintos tipos de tratamientos realizados a las
concentraciones usadas de flior, que posteriormente discutiremos, tampoco le

afectaban considerablemente.
6.6. EXAMEN MICROBIOLOGICO Y TECNICA DE PROCESAMIENTO.

El llevar a cabo un examen microbioldgico en la boca del animal, nos permiti¢
evaluar el efecto que causa el aporte de dietas ricas en hidratos de carbono sobre
importantes microorganismos. Las bacterias elegidas en nuestra investigacion fueron
dos microorganismos estrechamente relacionados con la caries, que son
Streptococcus mutans y Lactobacillus spp. Los recuentos obtenidos de S. mutans en
las muestras de saliva servirfan para evaluar, por un lado la influencia de dietas
ricas en hidratos de carbono sobre su desarrollo en el hdbitat oral, asi como la
accion antimicrobiana del fliior, y por otro lado para establecer la posible relacion
existente con la incidencia de caries, ya que se considera el agente etioldgico
principal implicado en el desarrollo de caries dental sobre el que hemos centrado
nuestra investigacion. Ademds valoramos los recuentos de Lactobacillus spp para

comparar la respuesta de ambos microorganismos.

Es de suma importancia conseguir aislar ia bacteria de su habitat, para lo
cual elegimos muestras de saliva (147), por dos motivos principalmente: uno porque
es el fluido que bafia toda la superficie dental, luego es el principal reservorio para
detectar estos microorganismos y ademds porque numerosos autores han utilizado
esta muestra para estudios de caries, dado el elevado nimero de S. mutans y
Lactobacillus spp que contiene (78), es mds, la saliva se toma como muestra en

individuos con factor de riesgo para realizar los tests de control de caries (207).

Otro procedimiento usado a menudo en estimaciones de grado de infeccion por
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S. mutans, es tomar muestra de placa dental que determina la forma localizada

segin la cual esta bacteria coloniza los dientes, pero esto no formaba parte de
nuestro estudio. Las muestras de placa de diferentes dientes pueden mostrar muy
diferentes variaciones en sus contenidos bacterianos, mientras que uh recuento
general nos permite conocer la existencia de S. mutans en boca. No nos interesé
tanto en un principio, la localizacion en el diente como el poder detectar la

presencia de S. mutans.

Las muestras de saliva se recogieron a la misma hora, segin los dias de
muestreo para cometer el menor error posible, aunque segiin MATEE, en un estudio
epidemioldgico que realizé en humanos dijo que no habia diferencias en el recuento

de S. mutans a partir de muestras de saliva, entre mafiana y tarde (166).

Se considera mds fiable la muestra cuando se da a mascar parafina, ya que
esto favorece la liberacion de bacterias de los dientes, sin embargo fue imposible de

realizar en nuestro modelo animal,

Medimos el pH salivar y obtuvimos una media de pH: 8.0 - 8.5, valor que no
concuerda con este ambiente que se supone es altamente dcido; probablemente el
resultado obtenido se deba a que no se midio el pH en cada diente, sino que se
- valoré a partir de la saliva, fluido que por si mismo actia como tampén
neutralizando la bajada de pH (77).

Con el fin de obtener el recuento celular de S. mutans durante el seguimiento
de este modelo experimental, necesitamos buscar una técnica de procesamiento de
muestra e identificacion fiable que diese buenos resultados, considerando como
posibles errores del método, las variaciones en el niimero de bacterias con el tiempo

y el medio de cultivo.

Nuestra idea era asegurar la capacidad de recuperacion de este
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microorganismo, ya que esta especie se caracteriza por precisar de unas condiciones
muy especificas para poder desarrollarse. Esto nos plante6é graves problemas que
nos llevaron a hacer estudios comparativos de medios y ambientes favorables para
su crecimiento, como vimos en el estudio "in vitro". Se trata de una bacteria dificil
de recuperar de la muestra si no empleamos un medio muy selectivo, y ademds tiene
el inconveniente de que muta con gran facilidad, adquiriendo estados morfologicos

muy diversos.

Realizamos los primeros ensayos preliminares con el grupo control y usamos
2 medios selectivos para el aislamiento de S. mutans de las muestras: el agar MSB
 (89) el cual es usado en la mayoria de los laboratorios y Mitis salivarius. Los
resultados que encontramos mostraron que en MS se recuperaban mds colonias de
S. mutans que en MSB, y que es medianamente selectivo, porque crecen otras

especies ademds de este microorganismo.

Comparando placas de ambos medios, aparecieron algunas de MS con
crecimiento y otras de MSB incubadas con la misma muestra, sin él. Es posible que
la explicacion radique en que algunas ratas tuvieran este microorganismo en un
mimero tan bajo que no eran detectadas en la muestra de saliva si no se empleaba
un buen medio de cultivo, o también pudiera ser que algunos animales tuvieran
cepas de S, mutans que no crecen optimamente en el medio MSB. Segiin LITTLE
y col. (149) este medio es mds inhibitorio y no permite el crecimiento de

determinadas cepas dando por tanto recuentos mds bajos.

Otros autores sin embargo, opinan que MSB es un medio altamente selectivo,
en el cual crecen pocas o ninguna otra especie, ademds de S. mulans y que
desarrolla colonias mds grandes y consistentes, idea que coincide con nuestros
resultados. En desacuerdo con todos, DUCHIN y VAN HOUTE (58) encontraron

que ambos medios son equivalentes.
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Seglin nuestros experimentos, MS recuperé mayor niimero de colonias de §.
mutans (224), aunque MSB permitié un mejor crecimiento de la bacteria, Este hecho
hizo que eligiéramos MS como medio de cultivo para el estudio porque detectaba
mejor la presencia de este microorganismo en la muestra, que es lo que fuimos
buscando. En cuanto al crecimiento de otras especies en MS se soluciond, al
diferenciarlas por estudio morfoldgico de las colonias bajo microscopio, a pesar de

que de esta manera se hizo mds costoso.

Aislamos ambos microorganismos en ntmero elevado de la casi totalidad de
los animales experimentados. Esta frecuencia tan alta de aislamiento, se puede
explicar en parte por el uso de un medio de cultivo que daba buenos resultados, MS
y por otra, gracias al uso de una técnica muy sensible, el método de la micropipeta.
Se wtilizo, ya que segiin WESTERGREN y KRASSE (251), este método estd
_ disefiado para detectar niveles bajos de S. mutans en saliva (en algiin tratamiento
obruwvimos entre 40-100 ufc/ml) y es muy eficiente para aislamiento en medios con

agar.

Analizados los datos microbiolégicos obtenidos con ambas dietas pudimos
comprobar que 8. mutans crece independientemente de las dietas suplementadas con
hidratos de carbono, aunque los niveles alcanzados por esta bacteria en las ratas
control son mucho mds bajos, de lo cual se deduce que es una especie integrante de
la flora natural de la boca; ademds que las ratas sometidas a dieta "K2000" y
"Fibra Gwar" con un alto contenido en sacarosa y en particular la dieta "K2000"

con un 56 % de este azicar, soportan recuentos mds altos que el control (30).

Estas dietas ricas en hidratos de carbono provocan un considerable aumento
- de esta especie bacteriana, probablemente por la alta cantidad de sacarosa que
tienen. Este azvicar es el principal sustrato de este microorganismo por el que tiene
gran afinidad y facilidad para metabolizar, degranddndolo por via glicolitica y

produciendo dcidos que libera al medio (163). En el experimento "in vitro" también
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mostramos que S. mutans metaboliza fuertemente este sustrato, resultando ser el

aziicar que mds baja el pH del medio y con el que se obtiene un mayor crecimiento.

La relacion obtenida entre dietas ricas en hidratos de carbono y niveles de S.
mutans en saliva, viene a estar de acuerdo con el trabajo de KRISTOFFERSON y
BIRKKED (141), quienes observaron que se producia una disminucién de este
microorganismo en boca cuando disminufan los aziicares en la dieta, segin un

estudio que abarcé un perfodo de 6 semanas.

Estadisticamente se comprobd que las diferencias encontradas en el recuento
de §, mutans obtenido con la dieta "K2000" y "Fibra Gwar" respecto del control
son muy significativas con una p < 0.00005 y p < 0.01 respectivamente. As{
mismo, entre ambas dietas los niveles de S. mutans son también significativamente
mayores en la dieta "K2000" con una p < 0.05, debiéndose quizds esta pequefia
diferencia a que la dieta "K2000" contiene una concentracién de sacarosa
ligeramente mayor, lo que supondria mayor elaboracion de polimeros extracelulares
e intracelulares a partir de la sacarosa que utilizaria este microorganismo en su

crecimiento y adherencia al esmalte dental.

Se esperaba que la adicién de "fibra Gwar" a una dieta rica en sacarosa

mostrara mayores recuentos de S. mutans en saliva, ya que segiin medidas

realizadas "in vivo" por otros autores (72} su aporte conduce a una mayor y mds
duradera disminucién del pH de la placa dental que la misma cantidad de sacarosa
como control. Ademds la "fibra Gwar" es muy adherente a nivel de las superficies
dentales, lo que permitirfa un mayor tiempo de permanencia de la sacarosa en
contacto con los dientes. Esta pequefia diferencia entre ambas dietas podria deberse
a que la dieta "fibra Gwar" al ser altamente pegajosa cuando se humedece puede
que favorezca el flujo salivar aumentando la capacidad buffer de la saliva lo que

eliminarfa la acidez del medio provocada por la degradacioén de la sacarosa.
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En relacion con Lactobacillus sp. segiin los datos del control vemos que
aparecen niveles altos de este género bacteriano en el medio oral; si comparamos
ambas dietas con el control, el recuento alcanzado en todos los casos es similar, no
encontréndonos desde el punto de vista estadistico diferencias significativas entre
ellos o respecto del control. Por ello, deducimos que estas dietas presuntamente
caridgenas no favorecen especialmente el desarrollo de este microorganismo, aunque
~ a los 90 dias, si produce un pequefio aumento, estadisticamente significativo con la
dieta "Fibra Gwar" (p <0.05). Segun varios estudios la intervencion de este
microorganismo en estos procesos, estd mds en relacion con un poder de invasién
secundario, encontrdndose con frecuencia en el frente de avance de lesiones

cariogénicas dada su capacidad de resistencias a medios dcidos (66).

Generalmente la administracion de estas dietas se asocia con la inoculacion
al animal de bacterias caridgenas, preferentemente S. mutans, con lo que se
consigue una alta produccion de caries. El que en este trabajo no procediéramos a
inocular ninguna bacteria se debe a que intentamos crear un modelo de caries en sus
estados iniciales o intermedios, someterlo a factores presumiblemente cariogenos,
como dietas con alta concentracion de aziicar y aplicar entonces tratamientos de
Sflibor, con el fin de estudiar la eficacia de éste sobre el desarrollo de S. mutans y
. la incidencia de caries cuando lo administramos conjuntamente con la dieta (187),
asl verfamos el papel que desempefia esta especie, en un modelo "in vivo" que
engloba a los principales factores potencialmente caridgenos. Esio estd mds de
acuerdo con un modelo preventivo que un modelo cronico, que es bastante mds
irreversible y sobre el que habria que aplicar antimicrobianos. Por otro lado se trata
de estudiar momentos todavia reversibles en la aparicion del proceso cariogénico,

dado que éstos son los casos mds frecuentes.
6.7. TRATAMIENTOS FLUORADOS.

Ya que nuestra idea fue encaminada siempre, hacia la busqueda de un modelo
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que se aproximara a una situacién lo mds real posible, utilizamos dos métodos de
aplicacién del flior que corresponden con dos de las formas mds habituales de

administrar este agente en el hombre.

* En cuanto al fliior presente en agua de bebida, este método fue muy utilizado
en campafias realizadas en diversos paises. Como indicamos al principio, existen
multiples trabajos realizados tanto en roedores como en humanos, que demuestran

el efecto cariostdtico del fliior cuando se afiade al agua de bebida (160).

En las etapas iniciales con este tipo de investigacion, existen pocos trabajos
que utilizaran concentraciones de flidor inferiores a 10 ppm que fueran capaces de
producir una disminucioén significativa del niimero de caries (219); se sabe que
concentraciones entre 1'y 5 ppm reducen significativamente el niimero de caries, sin
que se produzca una significativa pérdida de peso (231). Por este motivo elegimos
para nuestro estudio la concentracion de 4 ppm, evitando ast utilizar concentraciones
mds elevadas que pudieran conducir a la presencia constante de concentraciones
apreciables de fliior en sangre, ya que por encima de 0.3 ppm puede originar

trastornos metabolicos (102,138).

* Por otro lado, el fliior presente en barnices es otro método utilizado
frecuentemente a nivel clinico y del cual se ha descrito que produce una significativa

disminucion del niimero de caries.

La eleccién del Duraphat se debe por un lado, a que su utilizacion en clinica
viene produciendo desde hacla varios afios (205,131), habiéndose descrito que una
aplicacion semestral de Duraphat puede incluso producir una reversion de la caries,
sobre todo de las iniciales e intermedias, y por otro, a que actualmente sigue siendo
ampliamente  utilizado en diversos tipos de estudios experimentales
(54,128,175,206,208).
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La aplicacién a las ratas una vez a la semana de Duraphat puede considerarse
equivalente con respecto de las pautas de crecimiento del animal, con una aplicacién

trimestral en un nifo.

Cuando se les administré a las ratas los tratamientos fluorados, tanto en el
agua de bebida como a modo de barnices, se observé una disminucion del peso en
la primera fase. Este fendmeno en las etapas mds tempranas, serfa explicable por
el stress a que les somete el uso de tratamientos que exigen una continua
manipulacion, siendo en etapas mds adultas (3 meses) menos vuinerables a cualquier
tipo de tratamiento. A pesar de las modificaciones observadas, estos cambios no

comprometfan la salud general del animal.

Una vez elegimos los tratamientos fluorados, uno de nuestros objetivos fue

valorar el efecto que causaban, en el recuento celular de S. mutans.

En cuanto a los tratamientos fluorados, en la dieta "K2000" asociada a
barnices de flior, observamos un descenso significativo en el recuento de S. mutans
con una p < 0.00005. EI efecto inhibidor del fliior como se sabe actiia sobre
procesos enzimdticos de las bacterias involucradas en el metabolismo de los
aziicares, ademds ejerce un papel de proteccién contra la desmineralizacion del
diente y posee la propiedad de inhibir la adherencia al diente. En el tratamiento con
agua fluorada, se produce una disminucién de S,_mutans en relacion con la dieta

caridgena, aunque no tan efectiva como con barnices (p < 0.0001).

Una explicacion posible a ésta mayor efectividad de los barnices, se deba a
- que al ser aplicados éstos directamente sobre el esmalte dental mediante
pincelaciones, la concentracién alcanzada en fliior es mayor que la obtenida con la
del fliior administrado en agua de bebida. Ademds su accién es mds duradera, ya
que el tiempo de exposicion del diente frente a éste compuesto pasa a ser de varios

minutos a varias horas, debido a que aunque la aplicacion se realiza durante un
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tiempo limitado, el barniz presenta la propiedad de adherirse a la superficie- dental
durante varias horas. Esto permite que la concentracion de flilor no sélo incremente
. en el esmalte sino también en la dentina, donde se ha descrito que el enriquecimiento
en flilor puede llegar hasta una profundidad de 30 ., alcanzando incluso valores de
1500 ppm (186,236).

Con respecto a la dieta "fibra Gwar", se observé que también habfa un
descenso en el recuento de este microorganismo cuando las ratas eran tratadas con
flitor en forma de barnices y en forma de agua fluorada con una disminucion

significativade p < 0.01 y p < 0.05 respectivamente.

Analizando el efecto que produce el flior sobre bacterias del género
Lactobacillus se observa que no se da una disminucion significativa en el recuento
bacteriano cuando se administra conjuntamente con la "dieta K2000", solo a los 90
dfas y cuando se adiciona "fibra Gwar" a la dieta, se manifiesta un descenso en la
- poblacién. HAMILTON en 1985 (101) estudié el comportamiento de cepas de
Lactobacillus spp. frente al fliior, observando que eran menos sensibles a éste que
S. mutans. Asimismo comprobé "in vitro” que tanto 8. mutans como Lactobaci

son capaces de adaptar su crecimiento en presencia de flior.

6.8. EXAMEN CLINICO DE LA CARIES.

Desde un punto de vista microscopico, estudiamos la histologia de la lesion
para ver si los datos macroscépicos observados con los diferentes tratamientos tenfan
relacién con la lesion histologica y ast ahondar en si se desarrollaban procesos de
recalcificacién teniendo en cuenta que en las segundas tomas aparecian menos
* caries, cuando se administraba fliior conjuntamente con dietas ricas en hidratos de

carbono, en particular cuando se daban barnices de fliior con la dieta "K 2000" y
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"fibra Gwar", que provocan una reduccion de caries del 96% y 92% a los 90 dlas

de tratamiento.

Macroscdpicamente vimos una respuesta patolégica de las mucosas a los
tratamientos t6picos con barnices, segiin se observa en la fotografia 3, que pueden
* deberse a una accion quelante del producto, aunque no sabemos si esta patologia
es por la accién en si misma del producto 6 bien sea debido a la frecuencia y dosis
administrada en este estudio. Ademds en los casos tratados con barnices aparecié
una coloracién blanca luminosa en el esmalte, y en los surcos de las superficies
oclusales tratadas se encontraron unos depdsitos blanquecinos que pueden ser
depdsitos de calcio, actuando éste a modo de proteccion del diente al provocar un
menor depésito de restos alimenticios y de placa bacteriana en las fisuras y surcos
de las piezas demtarias, lo que provocaria una disminucion del estimulo cariogénico

y consecuentemente una mayor reduccion en el nimero de caries.

Sabemos que las lesiones pueden ser a nivel clinico activas o inactivas, estas
ltimas posiblemente como resuitado de un tratamiento que apunta a la detencion de
una posterior progresion de la lesion (244). Ademds, las lesiones inactivas o
" retenidas, generalmente se observa que son capaces de remineralizar, hecho que
podfa estar relacionado con algunos de los casos de estas lesiones tratadas. Para
comprobar estos hechos y a la vez apreciarlos de una manera mds cualitativa

utilizamos el microscopio de luz polarizada que examiné las secciones desecadas.

Se apreciaron lesiones porosas que apareclan como un defecto en forma de
cufia con la base en la superficie del esmalte. La explicacion de la apariencia
transliicida de esta zona con las estructuras del esmalte menos evidentes, parece ser,
la disolucion inicial del esmalte que principalmente se produce a lo largo de las
aperturas de los espacios interprismdticos del tejido, dando como resultado una

pérdida de estructuracion de los prismas (foto n° 4).
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6.9. RELACION MICROORGANISMO-CARIES.

Estudiada la relacion que existe entre los recuentos bacterianos de 8. mutans
en saliva con el desarrollo de lesiones cariogenas, comprobamos estadisticamente
que existe un valor de correlacion significativo, sirviendo estos resultados para
considerar a este microorganismo como un indicador de la infeccion dental cuando

- se afsla de muestras salivares (140).

Estos resultados coinciden en el caso de bacterias del género Lactobacillus es
decir, se encuentran elevados niveles coincidiendo con la presencia de lesiones
cariogenas; dada su capacidad para resistir medios acidos se le atribuye un
importante papel en el inicio de las lesiones de caries, sin embargo estudios mds
recientes indican que no estd involucrada en el inicio de la caries, aungue s{ son
invasores secundarios que contribuyen al avance de lesiones ya existentes (101). Un
estudio realizade por VAN HOUTE en 1980 (241) apoyé esta posibilidad al
observar que se pueden desarrollar lesiones en dientes que no albergan dichos

microorganismos.
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Conclusiones

- 1. El desarrollo de 8. mutans a altas concentraciones de sacarosa - sustrato mds
importante para esta especie, con respecto a su papel como agente etiolégico del

proceso cariogénico - muestra que:

* facilita su crecimiento y aislamiento selectivo en medios de cultivo.

* provoca una fuerte acidez del medio.

* favorece su capacidad de adherencia al aumentar la produccion de "slime",
alcanzando el mayor valor a las 48 horas. '

* aumenta la produccién de glucano y su valoracion cuantitativa puede ser

un buen indice de la actividad metabolica de S. mutans.

2. Tanto el xilitol como el sorbitol por sus propiedades de reducir el crecimiento de
S. mutans e inhibir la produccién de dcido, deben estudiarse comc? posibles

- sustitutos de aziicares en la dieta.

3. Evaluada la resistencia que muestra S. mutans frente a medios dcidos, se
considera que el pH Optimo para el crecimiento de esta especie se encuentra dentro

de un intervalo de 7.0 a 5.0, disminuyendo a partir de éste ultimo.

4. La capacidad de agregacion que tiene S. mutans - principal microorganismo
implicado en la génesis de la caries dental - con otras bacterias orales, permite un

mayor conocimiento del origen y continuidad de dicha infeccién.
5. La actividad que ejerce el fliior frente a S. mutans es una accién bacteriostdtica
que actia inhibiendo el crecimiento y la produccion de dcidos, siendo el valor de

CMI = 128 mg/ly la CMB = 4096 mg/l.

6. El estudio de diferentes pardmetros sobre la actividad del flior, tomando como

patrén las valoraciones obtenidas por el método de macrodilucion en caldo, muestra

175



Conclusiones

que:

* actia independientemente de la concentracion de azicar existente en el
medio. |

* aumenta su actividad a medida que disminuye el pH.

* aq concentraciones subinhibitorias no influye en el fenémeno de

autoagregacion de S. mutans aunque si favorece la capacidad de adherencia

al aumentar la produccioén de glucano.

7. El modelo experimental disefiado reproduce el desarrollo de un proceso
cariogénico a nivel de la superficie dental mediante el uso de dietas ricas en hidratos
de carbono (sacarosa} y responde a las aplicaciones de flior en sus dos
modalidades.

8. Los recuentos de S. mutans se incrementan significativamente con el consumo de

dietas ricas en hidratos de carbono, alcanzando con la dieta "K2000" valores mds

elevados que con la dieta "Fibra Gwar".

9. Estudiada la relacion que existe entre los recuentos bacterianos de §. mutans en
saliva con el desarrollo de lesiones cariogénicas, comprobamos que existe un valor
de correlacién significativo, sirviendo estos resultados para considerar a este
microorganismo como indicador de la infeccién dental cuando se aisla de muestras

salivares.

10. El fluor confirma su accion preventiva y de tratamiento de caties ya que produce

un descenso significativo en el recuento celular de S. mutans y en la caries tanto a

nivel de lesiones como en la disminucién de éstas por aumenio de la reminerali-
zacion de estas dreas, siendo mds eficiente el fliior aplicado como barnices que como

agua fluorada.
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