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Introducción

La primera suposiciónsobre la existenciade “pequeños animales” en la

cavidadoral fue hecha en el siglo XVII por ANTONYVAN LEEUWENHOEK.

Desdeentonces,yfundamentalmentea partir de la segundamitaddelsigloXIX que

tuvo comofiguras a PASTEUR,LISTER, KOCKy COHN entreotros, seprodujo

el gran avancede la microbiologíageneraly, por tantode la bucal. Esprecisamente

a finalesdel siglo pasadocuando se asocia la flora normal de la boca, con la

enfermedadoral quepresentamayorprevalencia,nosreferimosa la CariesDental.

En 1890 MILLER, un dentista norteamericano, formula la teoría

quimioparasitaria, en la que señala que la causa de la caries son los ácidos

producidospor los microorganismosde la boca. Lasinvestigacionesen estesentido

continuaron,y en 1922seaislanmicroorganismosdel tipo Lactobacillusa partir de

una lesión cariogénica. Desde entonces,y hasta mediadosde la décadade los

cuarenta seconsideró,que los Lactobacilluseran la principal causade la Caries

Dental.

Hacia 1960 se sustituyó a los bacilos lácticos causantesde las lesiones

cariogénicasen dientes,por los estreptococosacidogénicosfundamentalmente5

.

mutans

.

El estudioque a continuacióndetallamosnosdará un mayorconocimientode

las característicasypropiedadesqueposeeestemicroorganismo,quehan llevado

a considerarlocomo el principal candidato,aunqueno el único, en el inicio de las

lesionesde caries.
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Introducción

1. Strentococcusmutans

.

La primerainformaciónque setienesobreestemicroorganismose remontaa

1924, cuandoCLARKElo aisló de lesionesde cariesen dienteshumanosy le da el

nombrede “mutans” debidoa que el microorganismoaislado tenía tendenciaa ser

pleomórfico,presentándosebien como cadenade cocos, o como bacilos cortos en

forma de mutantes (38). Hoy día podemosañadir quepuedepresentarformas

variablesen cuantoa la morfologíade suscolonias.

En 1946, diversas experienciasrealizadasen roedoressuprimen las cañes

dentalespor mediode antibióticos,sugiriendola implicaciónde bacteriassensibles

a la penicilina en dicha infección.Estehechosirvió de acicatepara que diversas

investigacionestrataran de aclarar la relación entrealgunos especiesbacterianas

específicasy la caries dental (168).

En 1960, se aislan algunas cepasde estreptococosde lesionescanosasen

roedores,pudiendodichas cepasproducir las mismas lesionesen otros roedores

libres de caries(125). Desdeentonces,especiessimilaresse han aisladode lesiones

de caries en el hombre, aunquefue CARLSSONel primero que indicó que las

propiedadesde los estreptococoscariogénicosaisladoseran las mismasquelas de

la especieque inicialmente estudió CLARKE (32). Habían transcurrido cuarenta

años.

En 1974, aún no era reconocidacomoespecieindependienteen la 8~ edición

delBergey‘s ManualofDeterminativeBacteriology,peroel hechodeserla especie

mejor descritaentre los estreptococosorales hizo que fuera añadida a la lista

aprobadade nombresde bacterias.

3



lntmducción

Actualmenteen la 100 edición del manualocupaun lugar dentrodelgrupo

“Oral Streptococci” (¡78), siendomuy numerososlos trabajospublicadosquehan

ido apareciendodesdelosprimerosañosde la décadade lossesenta,probablemente

debidoa la observaciónde quemuchasde suscepasson altamentecariogénicasen

animalesde experimentación(94).

Diversos autores han descrito detalladamentecepas de colección de 5

.

mutans,demostrandoque estaespecietiene una seriedecaracterísticasque la hacen

distinguirsede otros estreptococosorales,por lo que seconsideracomoun grupo

homogéneode microorganismosesféricosGram-positivosasociadosen cadenas,no

móvilesy catalasa negativo(56). Todaslas cepasfennentanel manito)y la gran

mayoríael sorbitol, melobiosa,rafinosa,esculinae inulina; normalmenteno desami-

non la arginina produciendoamoniaco,y sintetizanglucanossolublese insolubles

en aguaa partir de la sacarosa(68).

5. mutansesfundamentalmentea o no hemolíticoen agarsangre,aunquese

han encontradocepasfi hemolíticasque puedenllegar al 25% segúnel lugar de

origen, como demostróWOLTJESy coL en 1982 (254).Aunqueéstas,sona gran-

des rasgos, las característicasde 5. mutans,no todas sus cepascumplen estos

requisitos,como severá enposterioresclas(ficaciones.

El hábitat naturalde5. mutansenel hombrees la boca,y dentrode ella, la

placa dentalque seforma sobre los dientes. Es por esta razón por lo que en el

recién nacido es raro quese encuentre,haciendosu aparición con la erupción de

los dientesy desapareciendocuandoellos lo hacen.Hay que añadir, comodato de

interés,quetambiénseasociaconprótesisdentales.Podemosseñalarque,desdeun

punto de vista ecológico, 5. mutansha desarrolladopropiedadesque le permiten

colonizarselectivamentesuperficiesduras talescomo el esmaltedental.

Por tanto, dentrode la bocacolonizo losdientes,fundamentalmenteaquellas

4



Introducción

zonas que son retentivas y facilitan su acwnulación. La presencia de dicho

microorganismo en saliva es muy frecuente,pero no en altas proporciones,

posiblementedebidoa la incapacidadde colonizarsuperficiesmucosas.El hechode

queseencuentreen saliva sedebeal efectode “lavado” que éstarealiza sobrelas

superficiesdentales(35,169).

Lafuentede infecciónno estácompletamenteclara; análisismicrobiológicos

enfamiliasyambientescerradosparecenindicar una transferenciapor contactooral

o salivar (196). De igualformaseha sugeridounaposibletransmisiónde unaparte

de la bocaa otra, a travésde instrumentosdentalescomosonel cepillo de dientes

y la sedadental (169). Otro hábitat de 5. mutansde dondepuedeser aislado con

frecuenciaes a partir de heceshumanas(93).

Diversosinvestigadoreshan estudiadola distribuciónde 5. mutansenel reino

animal, pudiéndoseencontrar en algunos roedores, como hámstery ratas de

laboratorio, y con menosfrecuenciaen animalessalvajes(46).

¡1. AISLAMIENTO.

Lagran cantidaddeespeciespresentesen la cavidadoral ha hechonecesario

quesedesarrolleun medioespecíficode aislamientopara estaespecie,quepermita

ident(ficary enumerarestemicroorganismoa partir de salivayplacadental.

El medio más utilizado para el crecimientoselectivo de los estreptococos

orales esel agarMitis salivarius (MSA) (140). Estemedioinhibe la mayorparte de

las bacteriaspresentesen la cavidad oral a excepciónde los estreptococos,debido

a quecontienetres inhibidores: azul trypan, cristal violeta, y telurito potásico. El

mediotambiéncontieneun 5% de sacarosacomofrentede carbono, apartir de la

5



Introducción

cual la formación de polisacáridos extracelularesconfiere a las colonias una

morfilogia típica quehacequesepuedandistinguir unasdeotras (cuadro 1).

Aunqueeste medioda muybuenosresultados, la mayor importanciade 5

.

mutansdentrodelgrupo de estreptococosoraleshizo necesariala obtenciónde un

medio selectivo espec(ficopara este microorganismo. Han sido numerososlos

distintosmediospropuestos,siendoel primerode ellos el descritopor CARLSSON

en 1967, conteniendosulphadimentina,ybasándoseen la relativa resistenciade esta

especiea las sulfamidas (31).

En 1972, IREDA y SANDHAMdescriben dos mediosselectivospara 5

.

mutans. El primero de ellos, al que denominanBCY, tiene como baseel agar

infusióncerebro-corazónsuplementadoconextractode levadura,casitonaycisteina.

No era un buenmedioselectivo,peropermitía ident(ficarfácilmente5. mutanspor

la morfologíadesuscolonias,blancas,relativamenteplanasy desuperficiebrillante

(111). El segundode los medioses el agar MS40S, el cual constadeagar Mitis

salivariu.ssuplementadocon sacarosaa una concentraciónfinal del 40% en lugar

de un 5% quees la usual; las coloniasde 5. mutansson grandesy elevadas.Este

medioera bastanteselectivoaunqueno era apropiadopara recuento,ya quesólo

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

Fueron OLGA GOLD y coL (89) un año más tarde, los primeros que

desarrollaronun medioespecíficorealmenteeficazpara el aislamientoy recuento

de este microorganismo. Se basaron en la resistencia de 5. mutans a altas

concentracionesde sacarosaasícomo en la propiedadde resistenciaa la bacitra-

cina. El mediobasefue el agar Mitis salivarius,perosuplementadocon un 20% de

sacarosa y U 2 U/ml de bacitracina (MSB). A dichas concentraciones,estos

inhibidores impidenel crecimientode otros estreptococosorales,pero no el de 5

.

mutans. En estemedio, los recuentossonsimilares a los delagarMitis salivarius,

6
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Introducción

asícomo la morfologíade lascolonias,siendoademásaltamentesensibleparadicho

microorganismo.Actualmenteesel mediomásutilizado,y su usoestáampliamente

d(fundido,llegandoa emplearseen productoscomercializadospara recuentosde5

.

mutansen saliva (3).

La eficacia de estemedioha sido estudiadopor diversosinvestigadorestal

como KRZEMINSKI (142). En 1976> STAATobserva que el MSB inhibía el

crecimientode algunascepasde serotipo “a”, dato quees contradictorio con lo

descritopor GOLD, de igualforma compruebalos distintosresultadosdeestemedio

segúnel laboratorio que lo comercializaba(220). Este mismoaño EMILSONy

ERA~fHALL comparael agarMSBcon otrosmediosselectivos,tales comoMSy

BCYentre otros,y vuelvena hacernotar que cepasdel serotipo “a” no crecenen

MSB,siendoestemedioel másselectivo,pero dandorecuentosmenores(67). Estos

resultadosson confirmadospor ELLENy col. (65).

En vista de los inconvenientesque presentabael medio MSB se intentaron

describir nuevosmedios selectivosque solucionaran estos problemas. LINKE

describe,en 1977, el agar MSFA, estemediocontienemanitoly sorbitol, pudiendo

5. mutansutilizar dichosazúcares,distinguiéndosepor la morfologíade las colo-

nias. Estaseranrosaso rojas y otras teníanun color azulo púrpura,brillantes, con

aparienciasemejantea cristal mate,y otraseran semejantesa frambuesa.El agar

MSFA no inhibe el crecimientode ningúnserotipo,perono es un buenmedioselec-

tivo ya que permite el crecimiento de aquellos microorganismos que puedan

metabolizarel manitol 048,>.

En 1983, VAN PALENSTEINHELDERMABmod(fica el medio descrito

anteriormentepor IKEDA (BCY), añadiéndoleun 20% de sacarosay 0.1 U/ml de

bacitracina, obteniendomuy buenosresultados (245). Este medioserá mod(ficado

a su vez por SCHAEKENy coL en ¡986, aumentandola concentraciónde

bacitracinaa 0.2 U/ml. Losresultadosobtenidosle danventajassobreel agarMSB,

8



Introducción

obteniendorecuentosmásaltos,y la posibilidaddedistinguir losserotipos “d” y “g

de £...murnasde los otrosserotipos.Aunquees necesariorealizar nuevosestudios,

podríadesplazaral agarMSB(203). En estemediolas coloniaspuedenserrugosas,

con típica morfologíade cristal esmerilado,o bien lisas color blanco brillante y

superficieaterciopelada;bajo la colonia se ve, a menudo,un halo blanco.

Otros medioshan sido descritosrecientemente,tales como el agar GSTBen

1984, quecontiene:glucosa,sacarosa,telurito potásicoy bacitracina, siendoeste

un medio que aunqueobtienebuenosresultados,parececomplicadode preparar

(229).

1.2. CLASIFICAClON Y CRITERIOSDE IDENTIFICAClON.

Lascepasde 5. mutansaisladasa partir de humanosy varios animalesson

generalmentesimilaresen basea diversascaracterísticasfenotipicas.Fermentanel

manitol y el sorbitol, ademásde otros azdcares comunes. Sintetizanglucanos

hidrosolublesa partir de la sacarosa,y requierendienteso tejidosduros para la

colonización bucal. No obstante, cuando son analizadasserológica, genéticay

bioquímicamentecepasde distintasfuentes,muestrangran heterogenicidad.Desde

el punto de vista antigénico, las cepas de 5. mutanspresentan una gran

variabilidad, estandodivididas actualmenteen ocho serotiposdesignadosdesdela

“a” a la “Ii” (96).

Ademásde una clas¿ficaciónserológica, las cepasde 5. mutanspuedenser

clas<ficadassegúnla composicióny secuenciade basesde DNA. COYKENDALL,

en 1971> encontró quedesdeun puntode vista genético,5. mutanspresentauna

marcadaheterogeneidad,y describiócuatrogruposgenéticosdistintosdentrode la

especie (44). En 1974 amplía sus investigacionesy relaciona los cuatro tipos

9
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genéticospreviamentedescritos,condeterminadascaracterísticasbioquímicas,así

como con los grupos serológicos descritospor BRA7YHALL,proponiendo la

división de 5. mutansen cuatro subespecies(45). La clasWcaciónen genotiposy

subespeciessecompletacon una nuevasubespecieaislada en la bocade ratassal-

vajes, denominada5. ferus (46). Esta relación entre clasWcación serológica,

genéticay porpropiedadesbioquímicasha sido tambiénestudiadapor SIIKLAIR

y KEENE, quienesproponenuna clas<flcaciónbioquímicaseparandolas cepasde

5. mutans en cinco biotipos haciéndoloscorresponder con los cinco grupos

serológicosde BRA7THALL(212).

Teniendo en cuenta los trabajos realizadospor estos autores, las cinco

subespeciesde 5. mutansson:

1. Subesoeciemutans,se correspondeal grupo genético1, reacciona

con los antisueros de los serotipos “c”, “e”, y “f’, siendo la

composiciónde la baseDNA guanina + citosina36%-38%.

2. Subesnecierattus, grupo genéticoII, reaccionacon antisuerodel

serotipo “b”; composicióndel DNA (6+C) 42%-44%.

3. Subesveciesobrinus,grupo genéticoIII, reaccionaconantisueros

de los serotipos “d”, “g”, y “h “; composiciónDNA (6+ C) 44%-46%

(12,13).

4. Subesneciecricetus,grupogenéticoIV, reaccionaconantisuerodel

serotipo ~~a”;composiciónDNA (G+C) 42%-44%.

5. Subesoecieferus, grupo genético y, reaccionacon antisuero del

serotipo “6’; composiciónDNA (G+C) 43%-45%.Es el únicoqueno

seha podido aislar en el hombre.

10
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Aunque las clasWcacionesdescritas hasta ahora son las más importantes,

conservandoactualmentesu vigencia,sehan realizadootros intentostaxonómicos

(40), comoel efectuadopor IKEDA y coL en basea la morfologíade las colonias.

En este trabajo se intenta realizar una correlación entre dicha morfologíay los

gruposgenéticos,serológicosy bioquímicos,ya descritos, deformaque la simple

observaciónde las colonias de 5. mutansen un medioconteniendosacarosanos

orienta, en un primer momento,hacia un diagnósticomáspreciso, pudiendoen

algunoscasosindicar la subespecie(112).

Comoanteriormentehabíamoscomentado,algunosautorestalescomoPERCH

y col. (190)y SHKLAIR(212), estudianlasprincipalescaracterísticasbioquímicas

de las subespeciesy genotiposde$.Lyj.y~ans~esprecisamenteen estascaracterísticas

en las que nos basamospara establecerun diagnóstico,enprimer lugar de esta

especiepara d(ferenciarlade aquellasquepuedencrecer en los mediosselectivos

como el MSB (cuadro n0 2) y en segundolugar distinguiendolas distintas sub-

especiesreconocidasen la actualidad.

Cuadro 2. Esquemade identjficaciónde estreptococosorales.

Manito! Sorbitol Rafinosa Inulina Sacarosa Arginina Escalmo

+ + + + + - +

5. sanguIs! - - - + + + +

S. sanmuis II - . + + - -

5. mIllar - . . + . -

&mMUd - - . + + +

£jgj&g4gA . . + + + - +
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Estemétodode ident¡ficación bioquímicaha sidomuyutilizado debidoa que

para la mayoría de los laboratorios> la preparación de antisuerosespecíficoses

costosay lleva mucho tiempo, de forma que han llegado a desarrollarsemicro-

métodosbioquímicospara caracterizar las cepasde 5. mutans,como es el descrito

por OLDERSHAWy coL en 1982 (189).

1.3. METABOLISMO DE LA SACAROSA.

El sustratomásimportantepara la bacteriaoral 5. mutanscon respectoa su

papelcomoagenteeuiológicodelprocesocarioso es un disacáridoqueseconswne

defonnahabitual en la gran mayoría de la poblaciónhwnana: la sacarosa(199).

EstecarbohidratoestacompuestodeunaunidadD-glucosay otra unidadD-fructosa,

tal y como sepuedeobservaren esteesquema(163):

OH 041

Oil

o - GLUCOSA

Estedisacárido va a tener una gran importancia,ya queno sóloes utilizado

como fuente primaria de energía, sino que permite el inicio de reacciones

bioquímicasadicionalesresponsablesdelpotencialcariogénode estabacteria. Las

vías involucradasenel metabolismode la sacarosasontres:

1. Producción a partir de dicho azúcar de polimeros hidrocarbonados

o

04 014
2

034

O - FRUCTOSA
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extracelularesadhesivos,por enzimasextracelularesligadasa la célula.

2. Transponede la sacarosaal interior de la célula seguidodefosforilación

y utilización de energía por medio de la vía gli¿olítica, conduciendo

fundamentalmentea la producciónde ácidoláctico comoproductofinal.

3. Utilización de los metabolitos intermedios de la sacarosa (glucosa y

fructosa)para la síntesisdepolisacáridosintracelularesqueproporcionanun

reservoriode energía (181).

A continuacióniremosdescribiendoestosproductosmetabólicos,asícomolas

enzimasnecesariaspara que, estasvíaspuedanllevarse a cabo.

1.3.1.SíNTESISDE POLISACARIDOS.

La síntesisdepolisacáridosextracelulares(PSE) a partir de la sacarosaque

no entra en la célula, es llevado a cabo fundamentalmentepor dos enzimas:

glucosiltransferasayfructosiltransferasa,encargadasde sintetizarrespectivamente

glucanosyfructanos.GIBBONSy VANHOUTE en 1975, recogenlos trabajosde

diversosinvestigadoresobservandoque, enpresenciadesacarosa,5. mutansforma

coloniasqueseadhierena superficiesduras,cristal, o inclusoesmaltedental,siendo

los polisacáridosextracelulareslos responsablesde éstapanicular característica.

Estapropiedadjugará un papelimportanteen la ecologíaypatogenicidadde dicho

microorganismo(87).

5. mutanses el único microorganismode la cavidad oral que tiene la

característicadeproducir dos tipos de glucanos,y ademásalgunas de sus cepas

fructano.Losdostiposdepolisacáridosdeglucosasintetizadospor lapolimerización
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de las mitadesglucosade la sacarosason llamadas “destrano’> y “mutano”.

Hoy día sabemosque los dextranoscontienenpredominantementeeslabones

a (1,6)y un ramificadodea (1,2), a (1,3)y a (1,4)en menoresproporciones.Este

polímeroa (1,6) tiendea sermáshidrosolubleydegradablepor enzimasproducidas

por algunas bacteriasde la placa que los mutanos,estandoformadosestos últimos

por un núcleode eslabonesa (1,3) enformade largas cadenasy ramasenposición

a (1,6). Estospolimerosson menoshidrosolublesque los dextranosy constituyen

una parte importante de la matriz fibrilar de la placa. Pareceser que la alta

proporcióndeeslabonesa (1,6), esla responsablede la naturalezainsolubledeeste

polímero. Estasdosclasesde glucanos,aunquepresentanun predominioa (1,3) o

a (1,6), contienenmezclade losdos tipos de eslabones,presentandodificultadpara

definirlos químicamente(181, 92).

Ademásde los glucanos se pudo observar que ciertas cepas sintetizan

fructanosa partir de la sacarosa,creyéndoseen un principio quese trataba de

eslabonesa (2,6), aunquehoy díaseha confirmadoquesoneslabonesji (2,1). Los

fructanos,a diferenciade losmutanos,sonmuysolublesypuedenserdescompuestos

por las bacterias de la placa, sirviendo en mayor medida como reservono de

azúcares(18!). Comoyahemosseñalado,no todaslascepasde5. mutansproducen

fructosiltransferasas,hoydía seconoceque sólo cepasde las subespeciesrattus y

muíanspuedenhacerlo (143,235).

Otro polímeroextracelularque seencuentraen los cultivosde 5. mutanses

el ácidolipoteicoico,quese localiza, o bien como componentede la pared celular,

o estracelulannenteen un gran número de especiesbacterianasGram-positivas,

incluyendotodos los serotiposde 5. mutans(161).

Está compuestopor un glucolípidocovalentementeunido a un ácido glicerol

teicoicoal quepuedeestaradheridauna mitadhidrocarbonada(181). Elpapelque
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puedejugar no estácompletamenteavaladopor estudiosexperimentales,aunque

pareceevidentequejuegaun importantepapelen la adherenciabacteriana,ya que

se trata de un polímero aniónico que influye en que la bacteria esté cargada

negativamenteen la paredcelular Por otraparte,polimerosderivadosde la saliva

se adsorverían sobre las superficies de los dientes formando una película

glucoproteicacargadanegativamente.Hoydíasesugierelaformaciónde unpuente

divalente catiónico (que podría ser el calcio) entre las dos supeificiescargadas

(163).

— 1 — . Ca . — 4 —

4—)— •Ca’ ~> 1
CELULA PEUCULA
B¿~TERIANA ADHERIDA

AL ESMALTE

Las enzimasresponsablesde la síntesisdepolisacáridosextracelularesson

llamadas glucosiltransferasay fructosiltransferasa (GTasa y FTasa) y actúan

catalizandolas siguientesreacciones:

n sacarosa ~ (glucosa)~ + nfructosa

en la formaciónde glucanos,y

n sacarosa n glucosa + (fructosa,)~

cuandoseforman fructanos.

El equilibrio deestasreaccionesescasi irreversiblehacia la derecha,ydichas
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enzimassonformadasconstitutivamente(la presenciadel enzimaes independiente

de la del sustratoprincipaL la sacarosa).Lasmoléculasde enzimasseencuentran

extracelularmenteo en la célulaysonmuy específicasparala sacarosateniendoun

bajo Km, lo cual indica una gran afinidad entre enzimay sustrato.El pH óptimo

tiene un amplio intervalo entre5.2 - 7.

Tanto la GTasacomo la FTasahan sidoaisladasy pur4ticadasa partir de

diversascepasde 5. mutans.En algunode estosestudiosse ha evidenciadoque la

actividad de la enzimase manifestabade múltiplesformas, y se observó que los

glucanos insolubles eran catalizadospor fracciones enzimáticasde alto peso

molecular, mientras que los glucanossolubles en agua eran sintetizadospor

fraccionesde bajo pesomolecular(181).

Algunosautores empiezana observarla presenciade dos tipos distintosde

UTasa,ysugierenqueestasenzimassonde naturalezaglucoproteica(145). CIARDI

y coL confirmanen 1977la presenciade dosOTasas,una responsablede la síntesis

de glucanos insolubles,y otra de los solubles; así mismoparece ser que estos

últimos puedenservir de sustrato para la síntesis de glucanos insolubles. Sin

embargono todopareceserasíde sencillo en la actualidad.

En 1983 SHIMAMURJ4y coL observanuna tercera OTasad(ferentea las

anterioresen una cepadelserotipo “g “, y éstasituaciónseamplia a cepasde otros

serotipostalescomoel “a” y ‘4”; inclusose empiezaa hablarde una cuarta OTasa

(TAKEHARÁ, 1984). Los últimos trabajos realizadosen estesentidosedirigen a

la purificación y caracterizaciónde distintasOTasasde diferentesserotipos,como

los estudiosrealizadospor HAMADAy coL en 1987(97) y KUMÁDA y coL enel

mismoaño (143).

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

polisacáridosestracelulares,fundamentalmentede los glucanos,seha demostrado
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claramenteen los estudiosrealizadoscon cepasmutantesde 5. mutaus,las cuales

presentanconmuchafrecuenciauna defectuosaproducciónde GTasa,y enotros un

excesode ésta. En el primero de los casoséstasformaseran avirulentasen ratas

gnotobióticas(226),y ensegundodabanlugar aformashipercariogénicas(171). Es

por ello quemuchasde las investigacionesencaminadasa la prevenciónde la caries

tratan de interferir la síntesiso la actividadde estosenzimas.Citaremosa modode

ejemplo, los trabajos realizadosen 1986por TAKADA y FUKUSHIMA sobrela

influencia de diversassalessobre la síntesisde GTasa(225), ó las realizadaspor

KOZAI y col. y SÉIDERLINGy col, en ¡987 que estudian la inhibición de la

produccióndepolisacáridospor dos ácidos (oleanólicoy ursólico)y dosazúcares

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

Ademásde la síntesisdepolisacáridosextracelulares,lascepasde5. mutans

tienenla capacidaddeproduciry almacenarpolisacáridosintracelularesapartir de

varios azúcarescuandoéstos están en exceso,lo cual contribuyea aumentarel

poderpatógenode estemicroorganismo.Pareceserqueéstospolisacáridosson la

frentedeácidocuandolos aportesesternosde azúcarno sonsuficientesofaltanpor

completo.Los polisacáridosintracelularesson del tipo glucógenoy amilopectina

(¡81).

Antesde describir el metabolismoglucidolítico de 5. mutansexpondremos

brevementealgunosaspectosde una enzimasintetizadapor estemicroorganismoy

que afecta a la síntesisde los polisacáridos extracelulares; nos referimos a la

glucanhidrolasao dextranasa,enzimaqueintervieneen la degradaciónde glucanos.

Parece ser que la heterogeneidadestructural de muchosglucanospuede ser el

resultadode la acción enzimáticacombinadade la OTasay la endoglucanasao

dextranasa,encontrándonosunafuertecorrelaciónentrela actividadglucanhidrolasa

y el porcentajede glucanosinsolublessintetizados“in vitro” (71).
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1.3.2.PRODUCCION DE ACIDO.

La vía que utiliza 5. mutanspara el metabolismode los azúcareses la

glucolitica, considerándosecomofermentadoreshomolácticosyaqueconviertenmas

del 90% del carbohidrato en ácido láctico; esto ocurre fundamentalmenteen

presenciade un excesode glucosa, mientrasquecuando la fuentede glucosaes

limitadaproducecantidadessign<ficativasde ácidofórmicoy acético (239).

La principal fuentede energía durante el crecimientode 5. mutanses la

sacarosa,y sólo una pequeñacantidad de ella es desviadahacia la síntesisde

polisacáridosextracelulares,y en menorgrado intracelulares. A su vez, a bajas

concentracionesdesacarosaestemicroorganismopuedeutilizardichospolisacáridos

metabolizándoloshasta producir ácido láctico siendo éste un mecanismoque

mantienela producciónde ácido aún en períodosde escasezde azúcares,lo que

aumentael potencialcariogénicode dichabacteria. Si comparamosla disminución

depUproducidapor distintasbacteriascuandocrecenen un determinadomedio, las

colonias conel pH terminal másbajo son las de 5. mutans(181).

Hoy día se sabeque este microorganismoutiliza la sacarosaa velocidad

signjllcativamentemayorque otras bacteriastales como 5. sanruis, 5. mitis, o A

.

EL~caaL¡ (174) y estopareceserdebidoa que tiene dos mecanismosde transporte,

operandouno de ellos en condicionesnormales y otro en casosde cantidades

elevadasde sacarosaypH másbajo.

En condicionesde crecimientolento, el transponede azúcaresmediadopor

el sistemafosfoenolpiruvatofosfotransferasadependiente(PTS) específicopara la

sacarosa. Una vez queestála sacarosafosforilada es hendidapor una hidrolasa

sacarosa-6-fosfato(SPH) dandolugar a glucosa-6-fosfatoy fructosa.
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sacarosa+ fosfoenolpiruvato—~—--~ sacarosa-6-P+ piruvato

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

La síntesisde SPH es independientedel su«strato aunquetiene una gran

afinidadpor él, mientrasque la PTSpuedeserinducida en un medioque contenga

sacarosa(181). SLEEy TI4NZERobservaronquela actividadPTSsacarosapuede

serinhibida por la rafinosay la lactosa (213).

Ademásde estesistemapara el transporte de la sacarosa,HAMILTON y

MARTIN en 1982, estudiandoun mutantede5. mutaus cepaDROOOI, pusieronde

man<flestola existenciade una vía de transportealternativa quedaba lugar a tasas

de crecimiento rápidas con excesode glucosa y a valores de pH bajos. Ellos

sugirieron que estaactividadde transporte alternativa estabaligada a algo similar

a una bombadeprotones,mediadapor unaATPasa “e.xpulsora” deprotones(99).

Una vezestála sacarosaen el interior de la célula, 5. mutansposeeniveles

significativos de invertasa, enzima que cataliza la hidrólisis de las uniones

glucosidicas de la sacarosadando lugar a cantidadesequimolaresde glucosay

fructosaqueseránmetabolizadasa ácido láctico en sumayorpone(144).

Aunqueexisteunainvertasaextracelular,se localiza mayormentedentrode la

célulacalibrándosesupesomolecularen 47.000-48.000,ypresentandoun Kmpara

la sacarosade 35-140mM. Actualmentepareceser que es activadopor fosfato

inorgánico, siendoésteun posiblemecanismode regulaciónen el metabolismode

la sacarosa(181).

Dada la gran importancia delmetabolismoglucidolítico de5. mutans en la
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producciónde ácidosen la placa, con la consecuentedesmineralizacióndel tejido

dentario,muchasde las investigacionessedirigen a inhibir o alterar el metabolismo

de los carbohidratos,siendomuy recienteslos trabajosde BROWNy BESTsobre

los efectosdela sacarinaen el metabolismode la sacarosa(25), losde TWETMAN

y col. sobrela interferenciaen el transponede azúcaresmediadopor la lisozimaó

el importante papel que parecejugar el sistemade la peroxidasasalivar en la

regulacióndelmetabolismode los estreptococosorales (232, ¡59).

2. PODERPATOGENOY VIRULENCIA DE 5. mutans

.

2.1. CARIES DENTAL: PATOLOGIA.

La caries dental es una enfermedadcomún y raramentepeligrosa, pero

extremadamentefrecuente, queestápresenteencasi todaslas bocasy querepresenta

un considerablecostosocioeconómico.

Es consideradacomúnmentecomo una enfermedadinfecciosa que causa la

destrucciónlocalizadade los tejidos dentalesduros debidoa los ácidosproducidos

por las bacteriasque existenadheridasa los dientes. Esteefectopuedeafectaral

esmalte,la dentina e incluso la pulpa. Clinicamentesecaracterizapor un cambio

de color, pérdidadetraslucidezy descalcificaciónde los tejidosafectados.A medida

queavanzael proceso,sedestruyenlos tejidosy seforman cavidades(88,163).

Sonvarioslosfactoresqueintervienenen laformaciónde la cariesdentalpor

lo quesedice queesuna enfermedadmultifactorial. Algunosde estosfactoresson:

la saludgeneraldel individuo, afeccioneshereditarias,defectosde calc(flcaciónde

los dientes,dieta... Este último es uno de los factoresquemás influencia tienen

sobrela aparición de la caries,puesejerceuna accióndecisivatantoen el proceso
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de calcWcacióndel diente, como en la posibledesmineralizacióndel mismo.

KBVESen 1962, representóenformaesquemáticalos tresfactoresprincipales

requeridospara el desarrollo de la caries, como 3 círculos que se superponen

parcialmente(126). Un circulo representael agente(microorganismo),otro el medio

ambiente(sustrato),y el tercero el huésped(diente). NEWBRUNen 1989 agregó

posteriormenteun cuartofactor, el tiempolo quesignificaquepara queseproduzca

la caries, los parámetrosrepresentadospor los otros tres circulos deben no solo

estar enfuncionamientoal mismotiempo, sino que el tiempomismoconstituyeun

factor en el desarrollo de la caries (180).

El esquemasiguienterepresenta,los parámetrosinvolucradosen el proceso

cariógeno expresandoque los microorganismoscariogénicos (los agentes)deben

actuar sobre un sustrato cariogénico para crear un ambientequefavorezcala

producciónde caries, y queestefenómenoseproducirá durante un periodoen el

cual el dientesusceptible(el huésped)seráatacado.

Más específicamentese puededecir, que la caries dental es un proceso

patológico provocado por una desmineralizaciónlocalizada de la estructura
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inorgánica del diente,seguidade la desintegraciónde los componentesorgánicos,

lo queorigina la cavidaddental.Esto implica la existenciade un desequilibrioentre

las fuerzas mineralizantes (acción a través del metabolismocorporal), y las

desmineralizantesqueactúanen el medio ambientede la boca.

La verdaderadisoluciónde la materia inorgánicade la estructuradentariaes

producidapor losácidosorgánicosquesonsubproductosdelmetabolismobacteriano

de los hidratos de carbonode la dieta (122). Cuandola concentraciónde ionesH4

sobre la superficie del diente aumentacomo resultadode la fermentaciónde los

azúcareso porpartede enzimasbacterianasde la placadental, la hidroxiapatitadel

esmaltecomienzaa disolverseal igual quehará la dentinaen estadosposterioresdel

procesode la caries. De una manerasimplificadaesteprocesode descalcificación

puederepresentarse segúnla reacciónquetienelugar a unpH aproximadode5,5:

Ca
10 (PO<)6 (OH)2 + 2H~ —~‘ 3Ca3(PQ¿+ Ca~~ + 6H2P0¡ + 2H20

Esta reacciónrepresentael primerestadode desmineralizacióndondesolo la

décimapartedel calcio sesolubiliza,y si la reacciónno continúaesposiblequeel

fosfatocálcicopuedavolvera transformarseen hidroxiapatitapuesla reacciónes

reversible.Al aumentarla concentraciónde ión hidrógeno,por ejemploa pH = 5.2,

elfosfatotricálcicoseescindeenfosfatodicálcicoy aguay conpHmásbajo (menor

de 5.0),¡a apatitasedisuelvecompletamente:

Ca10(P046 (OH)2 + 14H~ .- ¡0Ca~ + 6H2PO¿ + 2H20

La materia orgánicaes destruidaluegopor mediosmecánicoso enzimáticos

una vezha comenzadola desmineralización.Confrecuenciaa medidaqueaumenta

la ingestión de azúcares, aumenta la formación de ácidos produciéndosela

desmineralizacióndeldiente. Cuandola tasadeformaciónde ácidoy la velocidad

de desmineralizaciónes mayor que las fuerzas tamponantesque determinan la
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• remineralización,el esmaltedel dientese corroeyflnaliza originandola cavidaden

el diente.

En clínica el esmaltesanoapareceduro y brillante; consisteen cristales de

hidroxiapatita dispuestosde manera ordenadaformando prismas y espacios

interprismáticos.Si seproducela disolucióndel mineral, los cristalesdisminuyeny

estoorigina un agrandamientode los espaciosinterprismáticos.Al incrementarsela

porosidaddelesmaltegradualmente,sehace menostraslúcido, siendouno de los

primeros síntomas visibles de la caries, la man([estación de una opacidad

blanquecinaen el esmalte,clásicamentellamada “lesión de manchablanca”.

Despuésde unasemananopuedenobservarsecambiosmacroscópicos.A nivel

ultraestructuralsin embargo,hay distintossignos de disolucióndirecta quees el

resultado de una disoluciónparcial de los cristalesperiféricos individualesque

conducena un agrandamientouniformede losespaciosintercristalinos. Undetallado

examende las seccionesdelesmalteen microscópicode luzpolarizadamuestra,un

leve incrementoen la porosidad del tejido que indica una pérdida de mineral

extremada,nentemodesta.

La evolución de estas lesionespuede ser una lesión del esmaltehacia la

desmineralizacióntotal o puede producirse una remineralización. Esta puede

originarseparcialmente,antesde comenzarla cavitacióndel esmalte. Una vezla

lesión estáestablecida>no sepuededar un procesode remineralizaciónni por tanto

tomarsemedidaspreventivas.

2.2. PAPEL DE 5. mutausEN LA CARIESDENTAL

Existenhoydía considerablesevidenciasque implican a 5. mutauscomo el
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agenteinfrccioso más importanteen la iniciación de la caries dental (154). Para

llegar a estaafirmación quepareceen si muysencilla, son muchoslos trabajos e

investigacionesquesehantenido que realizar (156,157).Nos basamosen amplios

estudiosefectuadosen animales experimentales,mientrasqueen el hombresolose

hanpodido realizar, como es obvio, estudiosepidemiológicos.

La primera experienciatranscendentalfuela de ORL4NDy col. en ¡954,

demostrandoque las ratas libres de gérmenesno desarrollabancaries aúncuando

eranalimentadascondietasqueproducíandichaslesiones.Desdeentonceshansido

numerososlos trabajos realizadoscon distintosanimalesprovocandocariesdental

utilizando distintas cepasde 5. mutans. Se demostróque este microorganismo

generabaen casi todos los casoscaries en superficieslisasy enfisurasdeldiente

delanimaltratado (171),pudiéndoseobservarquelos nivelesdeS.mutansestaban

correlacionadoscon la caries. Otro factor importantequefueaclaradoha sido la

influencia de la dieta en las lesionesde caries, ya que ésta afecta al potencial

patógenode los microorganismos,demostrándosequela sacarosaera el azúcarmás

cariogénico (228,188).

Como ya habíamoscomentado,la relación de 5. mutanscon la cariesen el

hombretiene únicamenteuna baseepidemiologica. En 1974, GIBBONSy coL

estudianla colonizaciónde las superficiesproximalesen los molaresde niñosentre

9 y 13 añosde edad, observandoque el númerode superficies infectadascon 5

.

mutansestárelacionadocon la experienciade caries de esapoblación (85).

En 1975, LOESCHEy col. observanquehay una asociaciónsignificativa

entre losnivelesde 5. mutansenplacay caries (p <0,00]), mientrasqueno existía

correlación con los niveles de dicho microorganismoen la saliva. Esta última

afirmaciónserádiscutidaporposterioresinvestigaciones,comola realizadaen 1981

por KOHLERy col. que relacionan los niveles de 5. mutansen saliva con la

prevalencia y proporción de este microorganismoen superficiesseleccionadas
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(151,132). Siguiendo cronológicamentealgunos de los estudios realizados, es

importantecitar queel aumentodesusceptibilidada la cañesobservadoenpacientes

con xerotomíadebido a la irradiación de cabezay cuello seasociaa una elevada

proporción de 5. mutansen placa interproximal. Así mismo, en pacientescon

bandasde ortodoncia, los niveles de 5. mutansen placafueron superiorespara

aquelloscon una prevalenciade cañesmenor.

Los estudiosque relacionabanla prevalenciade caries con los nivelesde 5

.

mutansenplaca y salivafueroncompletadosconotros trabajos que realizabanun

seguimientode la incidencia de caries y los niveles de infección de dicho

microorganismoduranteun períododetiempodeterminado.Losresultadosobtenidos

relacionabanclaramenteestosdosparámetros(29,152,249).

La relación de la dieta conla caries ha sidomásdificultosade estudiaren la

poblaciónhumana,pudiéndosedeterminarmediantealgunasexperiencias “in vitro

(39), o por medio de estudiosepidemiologicosentre los que se puedencitar el

estudio HOPEWOOD en Australia, realizado sobre niños institucionalizados

alimentadoscon dietasdesprovistasde hidratosde carbonorefinados, o elfamoso

estudioVIPEHOLMen Suecia,llevadoa caboen un hospitalpsiquiátrico, endonde

seestudióla influencia de diversostipos de dieta en seisgruposexperimentalesy

uno control. Los resultadosmanifestaronque dietas azucaradas,especialmente

aquellas que conteníansacarosa, influían directamenteen la actividad de cañes

a81).

La relación de una dieta rica en azúcares,con los nivelesde 5. mutansen

placa y saliva, ha quedado demostrada por algunos trabajos, como el

KRISTOFFERSSONy BIRKHEDen1987, queobservaronunadisminuciónde este

microorganismoen bocaal disminuir los azúcaresen la dieta duranteun períodode

tiempode seissemanas(141).
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2.2.1. FACTORESDE VIRULENCIA.

Una vezque ha sidoestablecidala relación de 5. inutoascon la etiolog(ade

la caries, quedapor considerarcuálesson losfactoreso característicasqueposee

este microorganismo,que lo hacen responsablede las lesionesde caries. Para

estudiar los factores de virulencia son muy útiles los trabajos realizados con

mutantesde este microorganismo, los cuales pierden una o más propiedades

características,posiblementelas responsablesde los procesospatogénicos,siendo

utilizadoscomo instrwnentopara analizardichosmecanismos.

La adherenciade 5. mutansa la superficie del dientetiene dosfases:una

interaccióninicial reversibleentreel microorganismoy la superficiedeldiente,que

es normalmenteprecedidade la formación de una película de origen salivar,

debiendoserdicha interacciónsuficientementefirme comopara resistir las fuerzas

deflujo salivary los movimientosmuscularesqueseproducenen el hábitatoral; y

otrafaseirreversiblequedependefundamentalmentedel glucógenoinsoluble, que

se sintetiza a partir de la sacarosa gracias a la acción enzimática de la

glicosiltrans.ferasa(GTasa) (95).

FREDM4N y TANZER aislaron mutantesdeS. inutans6715queperdíanla

capacidadde adherirsea las superficiesde alambre,aunqueproducíancantidades

mayoresde glucanosextracelulares solubles; estas cepas sintetizabanmenores

cantidadesde GTasaextracelular(76,97)y su adherenciaa superficieslisasde los

dientes, así como la capacidadde producir caries en estas superficies, estaba

disminuidacuandose inocularon en ratas gnotobióticas(227). Sin embargoestos

mutantessi producían caries en los surcos aunquede menor intensidad. Estos

resultados indicaron que la adherenciaproducida por la síntesis de glucanos

insolublesa partir de la sacarosaentrela célulabacterianay unasuperficieera un
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factor importanteen la patogénesisde la caries dental (226).

Por el contrario, han sido aisladosmutantes queproducíanniveleselevados

de OTasa,siendomayorsucapacidadde adherirsea superficiesdurasypor lo tanto

de producir más lesionesde caries (201). En un trabajo publicado en 1974por

NALBANDIAN y col. se sospechóque las estructurasfilamentosaso fimbrias

denominadas ‘fuzzy coat” o “abrigo velloso” que recubren la superficie de 5

.

mutans,puedancontenera los receptoresde glucanosresponsablesde inducir la

aglutinaciónde dichospolisacáridos.

De estaformaseha demostradouna clara correlaciónentre cariogenicidad,

adherencia“iii vitro “, ysíntesisdeglucanosinsolublespor 5. mutans.Por esto,un

modo de prevenir la caries dental podría ser la interrupción del proceso de

adherenciadelglucanoinsolublea la superficiedental (95).

Sinembargola síntesisde glucanosno eslo únicoquedeterminala virulencia.

Enpresenciade sacarosa5. mutansproducegrandescantidadesde polisacáridos

intracelulares, los cualespuedenser metabolizadosdurantelosperíodosde tiempo

en que no consumencarbohidratos,siendoésteun importantefactor de virulencia.

De igual forma, la gran capacidadque presenta 5. mutanspara producir

ácido, fundamentalmenteácido láctico, hacequeseauno de los microorganismos

quebajan másel pH de la placa dental, produciendouna desmineralizacióndel

esmaltedentario. Es por ello que dietas ricas en sacarosa,siendoésteel principal

sustratopara el metabolismode 5. mutans,confieren a estemicroorganismouna

ventajaselectiva(95,51).

2.3. UTILIZAClON DE MODELOS ANIMALES EN EL ESTUDIO DE LA

CARIES DENTAL.
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La cariesdental se ha convertidoen uno de los principales objetivosde la

investigaciónoral, debidoa suaumentoen lospaisesindustrializados.Para estudiar

la etiología de la enfermedady diseñar métodosefectivosde prevenciónse han

utilizadodiversasestrategiasde investigación.Por un lado sehan utilizado bocas

artificiales, realizadascon diseñosmáso menoscomplejos, lo cual ha permitido

resolverenparte las dudasplanteadassobredeterminadosaspectosde estetipo de

alteraciones,como por ejemplola composicióndel ecosistemade la placa y las

interaccionesentre susconstituyenteso los productosmetabólicosformadosy sus

efectossobrela superficiedel esmalte.

El usodeestosmodeloses unaestrategiaaceptadaparatrabajar consistemas

complejos,segúnNOORDAy col. 1986 (185). La estimulaciónde algunosde los

componentesdelsistema,bajo circunstanciasqueseaproximena las condiciones“in

vivo”, proporciona la oportunidad de estudiar su efecto sobre el resto de los

componentesdel sistema,bajo condicionesestandarizadas,que se asem~jana la

situaciónbiológica. Su aspectonegativoesqueincluso losmodelosmássofisticados

no puedenreflejar la situaciónexactaque apareceen una bocahwnana.

El progresoenla investigacióndentalha sidoenpartedebidoa la utilización

de modelosanimales.La existenciade diferenciasinterespecieen los efectosde

diversas variables ambientaleshacen difícil la comparaciónentre los resultados

encontradosen animalesy en humanos.Pesea ello, ¡a amplia variabilidad en el

númeroy severidadde las caries producidas,hace a este tipo de investigación

convenientepara probar toda una serie de variables de investigacióny evitar el

excesode investigaciónen humanos.

El uso de la rata como modelo para el estudiode la caries dental está

plenamenteestablecido(177), habiéndosereconocidosu importanciacomosistema

“in vivo“para la evaluaciónde la cariogenícídaddelos alimentos.Losanimalesson

a veces inoculados con bacterias cariogénicas, como 5. mutansOMZ 176, y
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ActinomvcesviscosusNy-1 (59), para asegurar la formación de caries o para

cuantificar su disminución,cuandose realizan tratamientosanticariogénicos.

2.3.1.EFECTO DE DIETAS CARIOGENAS.

Una aportación nutricional es de considerableimportancia a la hora de

trabajar conmodelosanimalesde caries (183). Si seseleccionaunadieta adecuada,

los efectossobrela cariesdelcompuestoa investigar, seránmásvalorablesal poder

considerarun efectocariogénico local y no una respuestasistémicaindirecta.

Losmodelosanimalesse han utilizadopara estudiarel potencialcariogénico

de diversosalimentoscon azúcar (179), así como el efecto anticariogénicode las

proteínas (117,193),o de los ácidos grasos. La sustitucióndel azúcarfácilmente

fermentable,en dulcesy otros alimentospor edulcorantesno acidogénicosy/o no

cariogénicosseha consideradogeneralmentecomo una valiosa contribución a la

prevenciónde la caries (106,113,121).

El grado de acidogenicidadde un alimento,de unadieta o de un edulcorante,

puededeterminarsepor testsmicrobiológicos“in vitro” o por medidasdelpHde la

placadentaltanto en condiciones “in vivo” como “iii vitro ». La medidadelpH de

la placa como indice de la cariogenicidad de los alimentospresenta algunas

objeciones.Lapresenciaenéstosde diversosfactoresquereduceno incrementanla

solubilidaddelhidroxiapatitode los dientes,puedemodificarel efectode los ácidos

sobrela placa. Lademostraciónde queun sustitutivode un azúcarno escariógeno

debebasarseenpruebasclínicaspor lo queesindispensableel máximoconocimiento

quepueda acumularseen experimentosanimales. Este tipo de experimentación

previa se realizapreferentementeen ratas.
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SegúnREYNOLDSy BLACK 1987 (194), el chocolate con leche y los

caramelosson menoscariogénicosquecantidadesequivalentesdesacarosao dietas

con sacarosa lo que confirma los estudiosde NAVIA y col. 1983 (179), con

chocolatecon leche.En el mismotrabajo se indica que el contenidoenproteínas,

fosfatoy calcio no varió en la saliva de los animalesfrente a suscontroles,por lo

que el aumentode caries en las que consumíansacarosano debeasociarsea una

disminuciónen la protecciónpor la saliva, sino a un efecto tópico relacionadocon

la composiciónde las dietasprobadas. Tambiénsugiereque la proteína (caseína),

y/ola grasapresenteen la dietapodríaserresponsablede la disminuciónde caries.

Sesabequeel almidóngelatinizadopor cocciónes un sustratocariogénico

para la rata y la combinaciónde almidóny sacarosaen una dieta animal es más

cariogénica quecada uno de ellospor separado(73). Un requisitopara que el

almidón sea cariogénico, es su digestiónpor la rx-amilasasalivar, queproduce

cantidades considerables de hidratos de carbono de bajo peso molecular

fennentables,lo quedemuestrala relación de su cariogenicidadcon el tiempode

permanenciaen la boca.

HARPERy col. 1986(104),hanevaluadola cariogenicidadde diversostipos

de quesos,basándoseen la influencia de su textura, tiempode contacto,asícomo

presenciade grasasy ácidosgrasoslibres, incrementodelaclaramientosalivar (y

de su capacidad tampón), prevenciónde desmineralizacióny/o promoción de

remineralizaciónpor caseínay/ofosfato, calcio.

Desdequeseintrodujo la dieta cariógena580por STEPHANy HARRIS

1955, y la dieta 2000por KEYESy JORDAN1955, ambostipos en sucomposición

original o condiversasmod<ficacionesse han utilizado en múltiplesestudiossobre

cariesen hámster, ratas, gerbils o ratones.

Aunqueambasdietashanprobadosuutilidad científicaparalos experimentos
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sobrecariesa corto plazo,no suelensermuyadecuadasparael estudiode algunos

sucedáneosde azúcares (107). La sustitución de la sacarosapor polioles en

concentracionessuperioresal 5 - 10%, retrasó muchola gananciade peso. Los

animalessufrendiarreas severasy a menudono sobrevivenelperiodo experimental

por lo quese han investigadootros tiposde dietaspara obviar esteproblema. Estos

autores han descrito otra dieta basedenominadaSS?,que ha sido ampliamente

utilizadaposteriormente.

Una objeción a estos modeloses que algunas veces impiden el adecuado

crecimientodel animal. Para evitarlo las ratasreciben un suplementonutritivo que

puedeinfluir en la formaciónde caries, lo queañadeuna nuevaincógnita en estos

estudios. Este métodopresentódiversosproblemassobre la salud generaly la

gananciade pesode las ratas intubadas,conseguiéndosepeoresresultadosque

aquellosobtenidosenratas querecibieronun suplementoalimenticionormal, (204).

Las variables nutricionalespuedendar lugar a alteracionesen el esmalte

dentaly a cambiosen la funciónde las glándulassalivares. MENAKERYNAVIA

1974 (170), han indicadoquela malnutriciónproteicaincrementala susceptibilidad

a la cariesy origina una marcadadisminuciónen elpesode lasglándulassalivares,

contenidode proteínasy volumende saliva estimuladopor pilocarpina.

Unflujo salivar disminuidopuedeafectarno sóloa la ingestadealimentosy

de agua, sino tambiéna la extensióndel tiempode comidas> a la retenci¿nde los

alimentos,a cambiosmicrobiológicosy a cambiosen la maduracióndel esmalte,

factorestodosellos queaparecenasociadoscon la caries. TambiénREYNOLSy

DEL RIO 1984 (193), han indicado que las ratas con una concentraciónde

proteínasdisminuidaen saliva estimuladapor pilicarpina, presentanun incremento

en su susceptibilidada las caries.

Sehandiseñadomáquinasy dispositivospara controlar la frecuenciade las
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comidasy estudiarsu efectosobre la caries (¡37). Esta técnicade alimentación

programadaserealiza usandouna máquinaalimentadoraque haceaccesiblea los

animalescantidadespreestablecidasde dieta a intervalos determinadoslo que

incrementael control y flexibilidad de dicho tipo de experimentos.

Esto permite estudiar interacciones entre diferentes t¿~os de alimentos

consumidosen diversassecuenciasde administración,lo queintenta reproducir los

patronesde alimentaciónhumana.BOWDENy FIRESTONE<72), handescrito, la

relación de la cariescon la frecuenciade ingestiónde azúcary con los intervalos

de tiempoentre las colonias.

EDGAR y col. 1982 <59), estudiaronel posible efecto anticariogénicode la

adición de quesosy cacahuete a una comida base. Para ello aplicaron 22

comidas/díade dieta 2000, de las cuales 12 eran de queso o cacahuetes,en los

respectivosgrupos experimentales.El quesodio resultadospositivos, mientrasque

los cacahuetesno; posiblementeporquefueron administradosen polvo. En este

trabajo sedescribeque los animalesque sólo recibieron dieta 2000, aparecieron

subalimentadoscuandosecompararoncon los que recibieron quesoo cacahuetes,

aunquehancomprobadoquela alimentación “ad libitum” condieta 2000, implica

un crecimientomás rápidoy un mayorindicede caries que el vistoen esteestudio.

El efecto cariostático esta acompafiado por una reducción en el número de £
mutans

.

Diversos autores han utilizado la dieta 2000 clásica sin que seproduzcan

problemasen los animalesutilizados. HAllAR en¡984 (105) estudióen ratas, el

efecto de la aplicación tópica de alginatos con fluoruro, o de fluoruros y

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

tratamientosefectivosen la prevenciónde la caries.

AFSETHy col. 1984 (2), han estudiadoen ratas el efectode aplicaciones
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tópicosde ión cúpricoen combinaciónconfluorurospresentesenel aguadebebida,

lo que incrementaconsiderablementeel efectocariostático obtenidopara cadauno

de ellospor separado.

GRONycol. 1987(91),usandosyrian hámsterhan realizadocomparaciones

entre la djferente efectividadde repetidasaplicaciones tópicas FNa o FNH4 en

djferentescondicionesde aplicaciónde ambosderivadosdelflúor.

A vecessehan utilizado dietas incluso más ricas en sacarosa,como la dieta

Stephan580, quecontieneun 10% de sacarosamásque la 2000, (sacarosa66%,

lecheenpolvo32%,polvo de hígado2% yfluoruro 25-30mg/kg.),y ha sidousada

por LORMEEy col. 1986(155),para el estudiomorfológicoehistoquímicode las

cariespresentesen la dentina.

Otras vecesse han utilizado variantesde la dieta 2000conmenor contenido

de sacarosa,como la 2022 que contiene28% de sacarosay 28% de glucosa,para

el estudiode varios tipos de antisépticosoralessobrela formaciónde la placay el

consecuentedesarrollo de la cariesen ratas, habiéndoseobservadounadisminución

del númerode caries.

3. Strentococcusmutaus YPREVENCION DE LA CARIES.

No haydudade quela caries es una infección,sin embargoel enfoquequese

le ha dado ha variado a lo largo del tiempo. Para MILLER, autor de la teoría

quimioparasitaria,la placadentalesconsideradacomouna estructurapatógenano

diferenciándosede un individuo a otro, lo cual nos llevada a pensarque el único

controlposiblede la enfermedadestaría en la eliminaciónmecánica.
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Actualmenterecibe másapoyo y credibilidad la hipótesis sobre la placa

específica.De acuerdocon dichahipótesis, la mayoríade las lesionessondebidas

a especiesbacterianasespecíficas.Esto nossugiereel desarrollo e implantaciónde

procedimientospreventivos,que en el casode las lesionesde cariesapuntana 5

.

mutanspor serel microorganismocon mayorpoderpatógeno<181).

En el amplio campo de la prevención, 5. mutansestá implicado en dos

sentidos:uno de ellos es la utilidad de dicho microorganismoen los testde control

de la actividadde caries (66); y el otro consisteen los métodosutilizados hoy día

para prevenir la colonización de las superficies dentalespor 5. mutans. Nos

referimos a agentesantimicrobianos tales como los antibióticos, antisépticos,

enzimasy como no, al estadoactualde unaposible vacunacontra la caries (51).

El control de actividad de caries es considerado de gran valor para

seleccionarlos gruposde riesgoen grandesmuestrasdepoblación. Estopermitela

aplicaciónadecuadade diversasmedidaspreventivas.Han sidopor tanto, muchos

los tests de actividad de caries que se han venido utilizando desde los anos

cincuenta.Actualmenteseestánutilizando testscomo la evaluaciónde la capacidad

buifer de la saliva (77), o la cuant<ficaciónde 5. mutans.La importanciade los

recuentosde estemicroorganismoen saliva sedebea queestán corroboradospor

estudiosepidemiológicosqueseñalabanqueel aumentodelporcentajede5. mutans

en la salivo estabaenfuncióncon el incrementode caries.

En 1978, KLOCKy KRASSE(129) comparandiversostestsde actividadde

caries encontrandoque solo la frecuenciade cariesy los nivelesde 5. mutansen

saliva mostraban una correlación sign¿ficativa con la actividad cariogenica.

KOHLERy col. 1981 <132), observanuna relaciónentrelos nivelesde 5. mutans

en salivay la prevalenciadedichabacteriaen las superficiesdentales,encontrando

que la infecciónde estaespecieprecedióal desarrollode lesionesde caries. Estos

resultadosfueronconfirmadospor ZICKERTy col. en 1983 (259), ilustrando de
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estaforma el valor del tratamientoantimicrobianoy por STECKSEN-BLICKSen

1985 <221).

Como sesabehay una serie de agentesantimicrobianosqueson utilizados

actualmentepara prevenir la colonización de las superficies dentarias por Ñ

mutans.Dentrode estosagentescitamosla clorhe.xidina,yodo> antibióticos,enzimas

y agentesinespec(ficoscomo los fluoruros (248). A continuaciónestudiaremosel

estadoactualdel agenteantibacterianoelegido en esteestudio.

3.1. FLUOR.

Con las investigacionesde la reacciónentre elfluoruro de calcio y el ácido

sulfúrico,fueronMARGGRAFen 1768y SCHEELEen 1771 quienesinformaron

queestareaccióntenía como resultadola liberación de un ácidogaseosoy es este

último quienmereceel créditodel descubrimientodelflúor

En 1886MOISSANlogró liberar elflúorgaseosoporprimera veza travésde

la electrólisis del ácido hidrofluórico en una célula deplatino y a partir de 1930

comenzadala mayorparte de la investigaciónsobreesteelemento.

Fue CHURCHILLen 1931, quienestableciócon rigor la relacióncaries-flúor

Lasinvestigacionesulteriores en animalesdeexperimentaciónconfirmaronelhecho

dequeno sóloelfluoruro era responsabledelfenómenodefluorosisdental> sinoque

elefectoseproducíaefectivamenteduranteel desarrollo, quecoincideconelperíodo

• deformacióndel diente (191).

DEAN comenzóen 1942 una serie de investigacionespara establecerla

relación entre la concentracióndeflúor en el suministrode agua y la prevalencia
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de fluorosis dental, y los resultados indicaron una relación directa entre ambos

factores, aumentando la gravedad de fluorosis dental con las mayores

concentracionesdefluoruro en el suministrode agua comunal.

RUSSELLy ELVOVE en 1951 informaron que la presenciadeflúor en el

agua de consumoduranteel períododeformacióndel dienteproduceuna marcada

disminuciónen la prevalencia de caries dental, estandoel grado de efectividad

directamenterelacionado con la concentraciónde fluoruro hasta por lo menos

alrededorde1,5ppm.AsimismoHODGEy SMITHen 1954notaronquehabía una

incidenciadefluorosisdental,asociadaconla concentracióndefluoruro enel agua

de consumode menorde aproximadamente2 ppm. Los beneficiospreventivosdel

fluor aumentancon el incrementode la concentracióndefluoruro en agua hasta

aproximadamente1,5 - 2 ppmpor encimadel cual no seevidencianmásaumentos

en el grado deprotección (191).

Estudiossobrelas dosistóxicasdelflúor, establecencomo dosis letal aguda

en humanosde 2>5 a 5 gramoso aproximadamentede5 a JO gramosenel casode

fluoruro de sodio (195,252).

3.1.1.MECANISMODE ACCIONDEL FLUOR.

El flúor es un agente antibacteriano inespecífico que ejerce un efecto

inhibitorio sobre los procesos enzimáticos bacterianos involucrados en el

metabolismode los hidratosde carbono (102,103,181).Hoy día seconsiderantres

mecanismosdeinhibiciónde cariesporflúory normalmentemásdeuno de ellosesta

implicado:

1. Incrementoen la resistenciadelesmaltea la solubilizaciónpor ácidoscomo
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resultadode un aumentode la concentracióndeflúor en la superficieexterna

delesmalte(1,64).

2. La capacidaddelflúor para remineralizaresmaltesdesmineralizados.

3. Efecto antibacterianoen el crecimientode la placa, síntesisde glucano,

producción de ácidos y polisacáridos extracelulares necesariospara la

adhesiónde la placa a la superficiedentaly solubilidad de los depósitosde

fosfatocálcico dentrode la placa (11,62).

3.1.2.TRATAMíENTOSFLUORADOSENLA PREVENCIONDE LA CARIES.

En la interacción ácido-dientesusceptible-microorganismoacidogénico, la

prevenciónde la cariespuedeintentarsemediantedos tipos de enfoques:

1. Incrementandola resistenciade losdientesa la disolución.La ingestiónde

flúor produceuna acentuadareducciónde la incidenciade cariespor medio

de la incorporacióndeaquelal esmalteenformación,quepor esemecanismo

sehacemás resistenteal ataquecariogénico. La fluoración de las aguasde

consumoesel métodomásprácticoparaproporcionarflúor a la población.

2. Previniendola formacióno procediendoa la eliminacióninmediatade los

agentesqueatacanel mediodentaL

Exiten dosformasde administrarelflúor que son las siguientes:

* Fluorurospor vía general.
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Con el nombre de terapia sistémicacon flúor, se conocen una serie de

procedimientospor su ingestiónenparticular duranteel periododeformaciónde los

dientes. Esto es, la fluoración de las aguas, aunque existen otras vías de

administraciónsistémicadeflúor, como la adición de éstea la leche> cereales,sal

y el aso depastillasy solucionesdeflúor

Hace casi 50 años,DEAN y coL 1942, demostraronuna relación inversa

entrela concentracióndeflúoren aguade bebiday los datossobrecariesen niños,

obtenidosde 21 ciudades de Estados Unidos. Desde entonces varios estudios

epidemiológicoshan confirmadola idea de esteautor. En todos esosestudios,se

observóuna reduccióndel 50 % en el númerode cariespor niño, enpoblaciones

queconsumíanagua deflúor (lppm). El flúor queseingeríadurantela formación

deldienteseincorporabaal esmaltedentalademásdereducir la solubilidadde éste.

Asípueslafluoraciónde las aguasreducela incidenciade cariesen un 50a

60 %. La concentracióntotal deflúor en el agua no deberíaser mayor que la

necesariaparaproducir la másdébilforma defluorosisdetectableclinicamenteen

no másdel10 % de los niños. La concentraciónnecesariapara causaresteefecto

esde alrededor1,0ppm, reduciendola caries un 60 % <14).

Desdequesevió que la cantidaddeflúor queseingiereconel aguavaria con

la cantidadde éstaquese consume,y éstaa su vezcon el clima, los investigadores

establecieron una fórmula que calculara la concentraciónóptima de flúor. Su

aplicacióndió como resultadola recomendaciónde una concentraciónde 0,7ppm

para zonasconuna temperaturamáximapromediode 30 gradoscentígradosy 1,1

ppmpara regionescuya temperaturamáximafuerade lOgradoscentígrados.

Los verdaderosmecanismosresponsablesde laspropiedadescariostáticasdel

fluoruro sistémico, no se comprendenpor completo. Generalmentese está de

acuerdoen queel beneficio es atribuible, principalmentea la incorporación del
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fluoruro en la apatita del esmalteduranteel periodode la formacióny maduración

tempranade éste. Por esta razón, la influencia beneficadelfluoruro sistémico

provisto comofluoración comunalfrecuentementeha sido consideradocomo un

efectopermanentequepersistedurantela vida de la dentición.

Serealizaroncuatroestudiosquesirvieronpara documentarla seguridady la

eficaciade lafluoracióncomunal,comomedioque aportabaunaprotecciónparcial

contra la caries. Estosfueron:

* GRANDRAPIDS,1945

* NEWBURGH-KJNGSTON,1945

* BRANTFORD> 1945

* EVANSTON,1946

Estudiosposterioreshan aportado que los adultosquehan residido en una

zonaconaguadeconswnofluorado,siguenrecibiendolos beneficiosdeprevención

de la caries a lo largo de la edadadulta> ademásde los niños. También,que el

grado de protección no se producepor igual en todas las superficiesdentales

expuestas,sinoquelafluoración esmásefectivaenla prevenciónde las lesionesde

caras lisasy menosen aquellaspresentesen puntosy fisuras.

Seentiendequeun métodoeficazy económicoparaingerir flúor sistémicoes

el usode aguasfluoradasa una concentraciónóptima.Estamedidaespoco costosa>

no requiere la partic¿~aciónactiva de los beneficiariosyproduceuna reducciónde

cariesentre el SOy60 %.

* Aplicacióntópica defluoruros.

Esta expresiónse refiere al uso de sistemasquecontenganconcentraciones

relativamentegrandesdefluoruro> queseaplican enforma local o tópicamentea las
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caraserupcionadasde los dientesparaprevenir la formaciónde caries (69>70).

El hallazgohacia 1940deque la concentraciónmáximadeflúor enel esmalte

seproduceen la superficieexterior de estetejido, condujoa la formulaciónde la

h¡~ótesisde quesolucionesconcentradasdefiuoruros aplicadassobrela superficie

adamantina,deberíanreaccionar con los componentesdel esmaltey contribuir a

aumentarla reaccióndelos dientesa la caries.

Podemoshablar de dos víaspara la incorporación deflúor al esmalte.La

primeraocurredurantela calcjficacióndel esmaltepor mediode la precipitacióndel

ion de fluoruro presente en los fluidos circulantes juntamentecon los otros

componentesde la apatita. La segundaconsisteen la incorporaciónal esmaltebien

seaparcial o totalmentecalc<flcadode ionesfluorurospresentesen losfluidos que

bañan la superficiedel esmalte.

* Mecanismode acción:

Esta bien documentadoque el flúor presente en los líquidos orgánicos

circulantes, es depositadoen tejido calcWcadoso excretadosmetabólicamente

(53,80). La maneraen queelflúor es incorporado a la porcióncalc(ficadade los

huesosy de los dientes,se demuestrapor la siguientereacciónde sustitución:

Ca10(P04)6(OH)2+ 2 F > Ca,0(PO4)6<OH)~

Hidroxiapafita Fluorohidroxiapatita

Aunque inicialmente se sugirió que la efectividad del fluoruro de sodio

aplicado enforma tópica sedebíaa la formaciónde unafluorohidroxiapatita, las

investigacionesulteriores indicaronquesi la concentracióndefluoruro agregadoa

la soluciónde calcio y fosfatose aumentasensiblemente,seproduceuna reacción

d(ferentequetrae comoresultadola transformaciónde hídroxiapatitasuperficialen
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fluoruro de calcio (198):

Ca10(PO<)6(OH)2+ 20 P E—* 10 CaF2 + 6HPO¡ + 2(011»

Hidroxiapatita Fluoruro

de calcio

Se ha demostradoque el principal producto de reacción del fluorfosfato

acidulado<APF) en el esmalteestambiénfluoruro de calcio> aunquehayuna mayor

cantidaddefluorohidroxiapatitaformada que con los sistemasdefluoruro tópico

previos.La reacciónquímicadelAPF conel esmaltepuedeescribirsede la siguiente

manera:

Ca,0<PO~)6(OH%F+ H3P04 —> CaF2 + Ca,0(PO4)6(OH)J~

Hidroxiapatita F. de Fluorohidroxiapatita

Calcio

Seevidenciade lo anterior queelprincipalproductode la reacciónquímica

con tres de los sistemasdefluoruros tópicos NaF, SnF, y APF es la formación de

fluoruro de calcio sobrela superficiedelesmalte.

Los compuestosdeflúor en uso que existenson:

1. FLUORURODE SODIO(NaF). Seusageneralmenteal 2 %. La solución

es establesiempreque se la mantengaen envasesdeplástico.

2. FLUORUROESTANNOSO(Sn!). Se utiliza al 8 y 10 % en niños y

adultosrespectivamente.

3. FLUORFOSFATO ACIDULADO (FrA). Se usa al 1,2 %, tiene

fluorfosfato y su pH es muy ácido> cuyo valor es 2,4 lo quefacilita la
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movilidad de protones en el esmalte y favorece la formación de

fiuorhidroxiapatita.

4. FLUORURODE PLATA (FAg).

5. FLUORAMINAS.Suestructurano cíclicadelarga cadenarodeaal esmalte

y disminuyela fuerzade atracciónde protonesque tiene el esmalte.

La consecuenciadel uso de solucionesconcentradas,es que en lugar de una

reacciónde sustratoen la cual elflúor reemplazaparcialmentelos gruposhidroxilo

de la apatita, lo que se traduceen una reacciónen la que el cristal de apatitase

descomponey el flúor reacciona con los ionescalcio, formandobásicamenteuna

capadefluoruro de calciosobre la superficiedeldiente (109). Afortunadamente,el

fluoruro de calcio, esmenossolublequeJa apatita,y estoexplica,al menosensus

lineas básicas,los efectoscariostáticosde las aplicacionestópicas <200).

Cuando el agentetópico es SnF, los ionesflúor y estañoreaccionanconlos

fosfatosdel esmaltey forman un fluorfosfatode estañoquees muy adherentee

insoluble.Estoscristalesproporcionanproteccióncontra la progresióndel ataque

cariososiendo,unfactor importanteen el efectopreventivototalde estecompuesto.

La reducciónde caries obtenidaconel usode SnFy solucioneso gelesacidulados

defosfatosfluoradosvaria entre30y 40 %.

Respectoa la acción de las aplicacionestópicas,sesabequeéstasproducen

una acentuadaelevacióndel contenidoen flúor del esmaltesuperficial, seguida

rápidamentepor unaperdida sustancialde dichoflúor hacia el mediobucal (130).

Unaparte de estesinembargo,permaneceretenidamáso menospermanentemente

y es a éstaa la quese le atribuye la acción cariostática de estas aplicaciones.

La capacidaddelfluoruro de inhibir la glicolisis a nivel de la enzimaenolasa
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seconocedesdehacetiempoy seha demostradoquelas concentracionesdefluoruro

de sóloSOppminterfierenel metabolismobacteriano (22,230).Aunque elfluoruro

presenteen la placa estéen gran medidacombinado(y de tal modono disponible

para la acciónantibacteriana),sedisociaradandofluoruro-ionicocuandodisminuya

el PH de la placa, esdecir seformenácidos.

La aplicaciónde estassolucioneshaceque la superficiedelesmalteseamenos

sensiblea losácidos.El ionflúor sustituyea los ioneshidroxilode la hidroxiapatita,

y de estemodose consiguecargar defluoroapatita las capasexternasdelesmalte.

El resultadono solo es una mayorresistenciaa losprocesosde desmineralización,

sinoademas,una mayorcapacidadde captaciónde los ionesde calciode la saliva,

lo cualfavorecela remineralización.

Finalmenteotro objetivo sobreel quedebeincidir la prevenciónde la caries

es la flora bucal. La higieneoral consisteen eliminar mecánicamentey/o la placa

dentaly para ello se han utilizado detergentesde superficie, antisépticos,urea y

fosfatosde amoniopara neutralizarla acidezde la placa, flúor y dextranasasque

despolimerizanlosdatranosdela matrizextracelularde la placa.La administración

de antibióticos ha sido objeto de estudiosexperimentalesen los animales; los

resultadosson contradictoriosen cuantoa su eficacia. En el hombre,el uso local

y prolongado de antibióticos, puede inducir reacciones alérgicas, favorecer el

desarrollo de cepasde resistentesa la penicilina o provocar el crecimientode

microorganismosindeseables.
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Objetivos

Actualmenteexistenuna seriedeevidenciasbasadas,por unaparteenestudios

experimentalesrealizadossobreanimales,ypor otra entrabajosfundamentalmente

epidemiológicosen el hombreque implican a 5. mutauscomo el agenteinfeccioso

másimportanteen el inicio de la cariesdental,especialmenteen superficieslisas o

no retentivas.

La importancia de la caries dental debidofundamentalmentea su amplia

distribuciónpor todoel mundo,hacequesea5. mutansuno de losmicroorganismos

patógenosmásinteresantesa estudiaren todoslosaspectos,y sobretodoen aquellos

quepuedanestar relacionadosde una u otraforma con estaenfermedad.

A la vista de estabreverevisión bibliográfica creemosnecesariorealizar un

estudio profundo sobre este microorganismo con el que aportar un mayor

conocimientode la patogenia de su infección sirviendo esto de basepara la

aplicacióndefuturasmedidaspreventivas.

Por tanto, los objetivosde estetrabajo se han enfocadoa:

1. Analizar “in vitro” losprincipalesfactoresde virulencia de estemicroorganismo

que intervienenen el inicio de la caries dental, medianteel siguienteestudio:

* Efectode variosazúcaresenel crecimientode 5. mutausy acidogénesisdel

medio.

* Estudio de agregacionesbacterianasentre 5. mutansy otras bacterias

orales patógenas.

* Evaluarla capacidaddeadherenciade5. mutansmediantela determinación

de lospolisacáridose.xtracelularesproducidos.
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2. Estudiar la actividad “in vitro” del flúor frente a 5. mutans, mediantela

utilizaciónde técnicasestándar: CMI, CMB y curva de letalidad.

3. Analizarla influenciade diversosparámetrosimplicadosen elprocesocarigénico,

sobrela actividad “in vitro” delflúor: concentraciónde azúcarypHácido, asi como

la influencia de concentracionessubinhibitorias de flúor en la capacidad de

agregacióny producciónde exopolisacáridosde 5. mutans

.

4. La creación de un modelo animal experimental que reproduzca lesiones

cariogénicas medianteel aporte de dietas ricas en hidratos de carbono y que

responda a la acción antimicrobiana del flúor administrado bajo dos formas

d(ferentes.

5. Aislamiento,ident¡ficaciónydeterminaciónde recuentosbacterianosde5. mutans

y Lactobacillusa partir de muestrasde saliva.

6. Estudiar la relación existenteentre los recuentosbacterianosde 5. mutansen

saliva y la incidenciade lesionescariogénicas.
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Materialesy Métodos

* MATERIAL YMETODO EMPLEADOEN EL ESTUDIO “iii vitro “.

3.1. MICROORGANISMO.

La especiebacteriana utilizada en este estudiofue Sírentococcusmutans

ATCC 25175, cepa procedentede la colección española de cultivos tipo del

DepartamentodeMicrobiología de la Facultadde CienciasBiológicas<Universidad

de Valencia).

3.2. CURVA DE CRECIMIENTO.

La cinéticadel crecimientobacterianode 5. mutans,seestudióa lo largo del

tiempo,empleandocomomediode cultivo Wilkins-Chalgren (WC).

Se utilizó como inóculo de partida, un caldo con crecimiento de 18 h.,

obtenido éste al inocular 50 ml de caldo WC con 4 ó 5 colonias e incubar

posteriormentea 370Cduranteuna noche. Seprepararondos matraces,cada uno

de ellos con50ml de caldo WC, a los queseañadióla mismacantidadde inóculo

madre, aproximadamente2 ó 3 ml para obtenerun inóculo inicial de 102 UFC/ml

en cada uno. La curva se desarrolló en dos etapas,para cubrir las 24 horas de

crecimientobacteriano:

* En la JO fase,seincubó el matrazque abarcaría las 12 primerashoras.

* En la 2afase,el matrazquehabíapermanecidoen neveradurantelas 12

horas anteriorespara impedirel crecimientobacteriano,se utilizó para valorar las
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12 últimas horas. Con el fin de comprobarel inóculo de partida de estesegundo

matraz,sesembróuna alícuotaen medioMitis salivariusantesdeponerlo a incubar.

Los matracesse incubaron a 37W en baño (UNITRONIC 320 OR) con

agitación a 40-50 rpm durantelas 24 horas y sesembraronalícuotas,tomadasa

cadahora en agarMitis salivariuspara el recuentodelnúmerode célulasviables.

La curva de crecimientode 5. mutansse obtuvopor solapamientode los

resultadosobtenidosen cadafasede experimentación,ya quesepartió de inóculos

iguales.

3.2.1. MEDIOS DE CULTIV~

Los mediosempleadosen conseguirel más idóneo,para obtenerun buen

aislamientoy crecimientode 5. mutans,son los quesedescribena continuación.La

técnicano la especjficamosya queseha expuestoanteriormentey es la mismaen

todos los casos. Cada curva representadase realizó dos vecespara una mayor

fiabilidady comprobaciónde los datos. Comomediosse usaron:

1. Agar Mitis salivarius (MSA). DJFCO.

2. Agar Milis salivarius suplementadocon 20% sacarosay 200 U/ml

bacitracina (MSB).DJFCO.

3. Agar Wilkins-Chalgren, enriquecidocon un 5% de sangredesfibrada

de oveja <WC) OXOID.

4. Caldo Shaedler.BECTON-DJCK¡NSON.

5. Caldo Wllkins-Cha¡gren(WC). OXOID.

6. Caldo BHL D¡FCO.

7. Caldo Todd-Hewitt.DIFCO.
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8. Caldo tioglicolato sin indicadoro dextrosa.BECTON-D¡CKINSON.

Todaslasplacasseincubaronen atmósferade CO2 para lo cualseutilizó una

jarra de Gas-Pack, dondese introducía una mezclade gasesen las siguientes

proporciones:95% de N2, 5% de CO2 (43,81).

3.2.2. LECTURA DE LOS RESULTADOS.

El control de crecimientose llevó a cabo utilizando los siguientesmétodos:

* Recuentode unidadesformadorasde colonias (ufc).

Mediante la técnica de recuentode ¿¿fc/ml en placa <41). Con tal fin se

realizaron diferentesdiluciones (102, 10’...) de las alícuotas recogidascada hora,

segúnel grado de turbidezdel caldo. Para el recuentobacterianoseretiraron de

cadamatraz100 gí quese añadíana 9.9 mt de soluciónsalina estéril, contenida

en un tubo de ensayoy agitandopara homogeneizarla mezcla. Para diluir 10 veces

estaprimera mezcla,se retiraron asml de la mismay sediluyeronseriadamente

en tubosde 4.5ml de soluciónsalina. Cadapasediluía 10 vecesel cultivo inicial.

Apartir de cadadilución se tomaron25 ~¿l,previa agitación del tubo <vortes)y se

atendieronsobrela superficiede la placa que conteníaMitis salivarius, mediante

un asade Drigalsky, incubándosea 37
0Cdurante48 h., en atmósferade CO

2.

Cadacolonia se desarrollóa partir de una unidadviableformadapor uno o

varios microorganismosy sedesecharonlasplacasque no conteníanentre 30-200

ufc/ml.,por la posibilidaddeobtenerresultadosno fiables. Contandoel númerode

coloniasde la placasesupoel númerode microorganismosviablesexistentesen 25

M

1 de la dilución quese sembró,y multiplicandodicho númeropor el que indicaba
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el grado de dilución alcanzadosepudo saberconmuchaaproximación,el número

de bacteriaspresentesen la muestrainicial.

* Espectrofotometría.

La medida de la masa celular se realizó usando un espectrofotómetro

<HITACHI U-1100),y midiendoel valor deabsorbanciaa unaX = 660nni,frente

a un control queconteníael mediode cultivo.

3.3. PRUEBASREALIZADASCONAZUCARES.

3.3.1. CRECIMIENTOYCAlDA DE PH.

Seevaluóel crecimientoy capacidaddefermentaciónde un cultivopuro de

5. mutansATCC25175,frente a 6 azúcaresdiferentes.

El estudiose hizo sobre medio WC (sin azúcar) con una concentraciónde

inóculo inicial de io~ ugt/mlenfaselogarítmicade crecimiento,al queañadimosla

solución de azúcar correspondiente.Estepreviamentesefiltró utilizandofiltros

Millipore (DIFCO), para adicionaral medioen condicionesasépticas.

Losazúcaresse incorporaron al caldo en condicioneslimite, correspondiente

a una concentraciónfinal de 1 % y sólo en el caso de dos azúcares:glucosay

sacarosa,añadimosel azúcar en excesoa una concentraciónde 10%. Seempleó

comocontrol un cultivosin azúcar,siendoel valor delPH inicial en todosellos 7.0.

ElpH de la mezclade reacción,semidió antesy despuésde la adición delazúcar

Estosazúcaresfueron:
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Glucosa <MERCK).

Sacarosa(PANREAC)

Manitol (PANREAC).

Lactosa (MERCK).

Xilitol (MERCK).

Sorbitol (MERCK).

Las células que servirían de inOculo, sepreparonpreviamentehaciéndolas

crecerdurante3pasessucesivosde 8h. cadacultivo> en un mediobasalsin sustrato

azucarado.Entre cada cultivo, las célulasse centrifugarondurante,20 minutosa

2000rpm, y el pelletasí obtenidose incorporó nuevamentea un mediofresco. Tal

preparacióndel inóculo, sehizo con la finalidad de agotar la posible reservade

polisacáridosintracelularesalmacenadosquepudierainterferir enlos resultadosex-

perimentales.Durante la cinética bacteriana,seevaluaron3 parámetros:

1. Recuentobacteriano,para determinarel crecimientocelular

2. CambiosdepH, para determinarla caídadepH, empleandotiras dePH

(MERCK).

3. Cambiosmorfológicosde la bacteria, mediantetinción Gram.

Mediante este ensayose estimó, el crecimiento de 5. mutansen medios

azucaradosvalorando la capacidadde fermentaciónqueejerce la bacteria sobre

cada uno de ellos, y además la actividad glicolitica o acidogénesis es decir

capacidad para producir ácidosy que se calcula mediante la caída de PH.

Gráficamentecorrespondeconel decliveoriginadoen la curvade caídadepHdesde

un valor inicial depH= 7.0.

3.3.2. CAPACIDAD ACIDURICA.
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Este ensayopretendió investigar la capacidad acidúrica de este microor-

ganismoquesedefinecomo la resistenciaque muestranlas bacteriasa ambientes

ácidos.

El crecimientobacterianose hizo en caldo WC, en estecaso modjficandoel

pH del caldo de crecimiento. Tanto la bajada como la subida dePH delmediose

realizó añadiendoHCI ¡Ny NaOH (201 N, y comprobandoposteriormentequeel

PH deseadoen cada caso se mantenía. Se tomó como control un matraz con

pH=7.0.

Seevaluaronen estascondiciones,el crecimientode 5. mutausytambiénlas

posiblesmodjficacionesdelpHinicial, comoreflejo de la capacidadacidogénicade

estabacteria a diferentespH. Con tal motivo, se midieron recuentoscelulares>

cambiosdePH y cambiosmorfológicosen la bacteria.

El ensayose llevó a cabo a pH 6.5, pH5.0,pH 4.0 ypH 3.0. La selección

de los mismosse hizo teniendoen cuenta los valores de PH quesealcanzanen

estadode reposo,tras un procesometabólicoy en placadental ácida <115).

3.4. ENSAYODE AGREGAClON Y PRODUCCION DE POLISACARIDOS

EXTRACELULARES.

3.4.1. SELECCIONDE CEPAS.

El total de las cepasempleadaspara establecerel esquemade asociaciones

bacterianasfue de 85, de las cuales 72 fueron aisladas a partir de muestrasde

saliva de ratas utilizadas éstas en el estudio “‘in vivo”, otras 11 procedíande

pacientesque presentaroninfeccionesorales agudasy 2 eran cepas standard
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pertenecientesa coleccionestipo. No obstante, el número de cepas aisladase

identfficadasenel estudiofue de 150. aunquesetuvieronque establecercriterios de

selecciónque disminuyeranel número de cepas para que éstas no resultaran

excesivas;se escogieronlas especiesbacterianas más variadas con el fin de

conseguirun estudiomáscompleto.

Del conjuntode bacteriaspertenecientesal grupo control estudiado“in vivo”

elegimos 10 y del resto de los grupos tratadosfueron 40 para que hubiese

representaciónbacterianade cada uno de los grupos tratados> siempreelegidosal

azar. En cuantoal resto de cepasanaerobias,seseleccionarondiferentesespecies

bacterianasprocedentesde aislamientosclínicos y existentesen la colecciónde

nuestro departamento,incluidos en el estudiopor traxarse de microorganismos

tambiénpresentesen el hábitatoral e implicadosen procesosinfecciososorales.

En los ensayospara determinarla producciónde PSEseemplearoncepasde

5. mutansaisladosde ratas Wistary la cepacontrol 5. mutansATCC25175.La

relaciónfinal de cepaselegidaspara realizar ambosensayos aparecenlistadosen

el cuadron0 3 <209,210).

3.4.2. PREPARACIONDE LASCEPAS.

72 de las cepas de 5. mutans estudiadas para detectar la posible

coagregación,se obtuvierona partir de tubosde WC con glicerol al 50% utilizado

éste como mediode conservaciónde la colección.

Como se encontrabana -200Cfue necesariopara aumentarla fluidez del

medio dejarlo durante unos minutos a temperaturaambiente. Transcurrido este

tiempo, con una pipetaPasteurestéril, se tomó una muestradelcultivo y seinoculó
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en tubos con 3 ml de caldo Wilkins-Chalgren. A continuación se realizó la

incubacióna 370C, durante24-48 horashasta apreciarsecrecimiento.

Pasadoestetiemposehicieronaislamientosdel caldodecultivoenmedioagar

Mitis salivarius, efectuándoseasímismola incubacióna 37”C durante 48 horas en

atmósferade CO
2, para observarcontaminacionesy obtenercoloniasaisladas.

Las bacteriasanaerobiasse conservaronen leche descremadaa -20W. Se

dieronpasesa mediosde cultivo adecuadossegúnla especie:Agar Rogosa (197)

<para Lactobacillus500¼ Wilkins-Chalgrensuplementadocon 5% de sangre (resto

de bacterias anaerobias)y agar Mitis salivarius <Strentococcusmutansi. La

incubaciónpara bacteriasanaerobias,serealizó enjárras Gas-Pack,en atmósfera

de anaerobiosis:85%N2-10%H2-5%C02,durante 2-3 díasa 37W.

3.4.3.ENSAYODE AGREGAClON.

* Tecuicaseguida.

El ensayose realizó segúnel métodode CISARy KOLENBRANDER(1979)

(37). A partir de cada uno de los cultivos en caldo Wilkins-Chalgren, incubados

durante una nochea 37
0Cen la atmósferacorrespondienteypreviaagitaciónpara

homogeneizarsu contenido,se tomaron alícuotas que se diluyeron en tubos con

soluciónsalinaestéril (lot 10?, 10~...),sesembraronen losmediosadecuadospara

cadatipo bacterianoy serealizaron recuentosbacterianosposterioresconelftn de

evaluarel inóculo departida.

A continuación,tubos con5 ml. de cadacultivo de 18 horas,secentrifugaron

3 vecesa 2000rpm duranteJO minutos, realizandolavadossucesivosdelpelleten

PBSpH: 7.2;finalmentese resuspendianen un buifer de coagregaciónestéril, que
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consisteen disolver0.001 M TRISajustadoapTM: 8.0, en 0.1 mM MgCI
2, 0.1 mM

CaCI2, ais M NaCíy 0.02%Na3AJ) (37)

* Ensayode agregación.

La suspensiónbacteriana así obtenidase ajustó a una DO = 2.0 con un

espectrofotómetromedidoa 660nmquecorrespondeaproximadamentea 10”~ ufc/ml,

inóculo similar en cantidadal departida.

Cadasuspensiónsehomogeneizópor agitaciónen vortexdurante20 segundos

y semezclaronigualesvolúmenesde cada una de ellas (0.3 mí), segúnla mezclade

bacterias deseada. Agitamos los tubos mezcla durante 10 s., se dejaron a

temperaturaambiente1 ó 2 h. y nuevamentehomogeneizamos,permaneciendoen

reposoduranteuna noche. Comocontrol se utilizó cadasuspensiónbacteriana(0.3

mí) con igual cantidadde buiferde coagregación,para observarposiblescasosde

autoagregación.

* Lectura.

A las 24 h., tanto en reposocomo despuésde agitar los tubos, seevaluaron

visualmentepara detectar la posibleformaciónde agregados,según el siguiente

criterio:

AUSENCIADE AGREGAClON (agregadosno visiblesen la

suspensióncelular).

+ : AGREGACIONAPRECIABLEPERO DEBIL <agregados

pequeñosy un(formesen suspensión).

++ .~ AGREGAClON PESADA(agregadosdefinidos,fácilmente

visible auquela suspensiónpermaneceturbia sin que éstos

sedimenteninmediatamente).
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+++ :AGLUTINAClON DELA MAVORIADE LASBACTERIAS

(agregadosgrandesque sedimentanrápidamentedejandouna

pequeñaturbidezen el sobrenadante).

++++ : GRANDES AGREGADOS (que sedimentanrápidamente

dejandoun sobrenadanteclaro).

Cadadeterminaciónserealizópor triplicado y los resultadosfueronevaluados

enciegopor dosobservadoresdiferentes.De lassuspensionesobtenidas,setomaron

alícuotaspara observarse al microscopio la morfología de las diferentescepas

medianteuna tinción Gram.

3.4.4. PRODUCCIONDE POLISACARIDOSEXTRACELULARES.

La capacidaddeproducirsustanciamucoideo exopolisacáridosdenaturaleza

polisacárida, es consideradocomo una propiedadde la bacteria que actúa como

factor de virulencia, mediandola capacidadde adherenciabacterianaal esmalte

dental (95). Se evaluéla producciónde PSEmediantedos ensayos:

* Detenninaciónde la producciónde “silme “.

Sedefinela producciónde “sUme” comola capacidaddeproducirla sustancia

adherente.Seutilizó la técnica de “macrométodoen tubo“, segúnfuedescritopor

CHRJSTENSENy col. (48), aunquemod(ficadapor nosotrospara Sirentococcus

mutaus.Con elfin de estudiarla producciónde “slime” en tubo, se inocularon las

cepasen tubosde vidrio que contenían10 ml. de WCy se incubaronestáticamente

durante 72 h. a 370Cen estufa. Tras la incubaciónse yació el contenidoen los

tubos, retirándolo conpipetay lavándolo 3 vecescon agua destilada;sedejaron

secara temperaturaambientey sefijaron con calor.
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A continuaciónse tiñeron con 10 ml. de una solución acuosade violeta

genciana(MERCK) al aí % duranteun minutoyse vaciaronnuevamentedejándose

secarbocaabajo en estufa. Tras esteperíodose valoró la producciónde “slime” en

función delgrosorde la películaformadaen la superficiedel tubo a las 24, 48y 72

h. En la prueba, la producciónde sustanciamucoideseexpresócomo <+) si había

tinción de la pareddeltubo o (-) en casocontrario. Comocontrol se utilizó la cepa

de 5. mutansATCC25175.

Seestablecieron4categorías(0+, 1+, 2+, y 3+) enfuncióndela capacidad

de producir “slime”. Cada determinaciónse realizó por duplicado en 3 días

diferentes.Los resultadosfueronevaluadosen ciegopor 3 observadoresdiferentes.

* Detenninaciónde gUacanoinsolubleen agua.

Seempleóla técnicadeGHIONEy col. (83)para determinarla presenciade

polisacáridosextracelularesdel tipo glucanosde los cualesexistendos tipos: unos

insolublesen aguay otros solubles.

Despuésde incubar el microorganismoen medio WC suplementadocon

sacarosa<en un intervalo de concentracionesfinales de 1-10%) los cultivos se

sedimentaroncentrifugandoa 2000rpm durante 10minutos>y lavando3 vecescon

agua destiladapara retirar el sobrenadante.Posteriormentesetiñó la masade lo

obtenidoen el “pellet” con una soluciónde violetagenciana-etanolal 10%, durante

1 minuto, lavandode nuevo3 vecesconaguadestilada.El residuo teñidoseextrajo

conetanolabsoluto<PANREAC) ysediluyó a continuaciónconaguadestiladahasta

el volumenoriginal delcultivo. El ensayoseevaluó,midiendola densidadópticade

la soluciónelaborada en el espectofotómetroa una X = 305 nm. Seutilizó como

control, un cultivo crecido en medio sin sacarosa> de forma que el valor

correspondientea la tinción absorbidapor las estructurasbacterianasademásde

glucano,sedeterminóconcultivosde crecimientobacterianocrecidosen mediosin
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sacarosa.El valor de DO corregido <COD) correspondientea la producciónde

glucanoreal de la bacteria, seobtuvorestandolosdatos valoradosen el control.La

producciónde glucanose midió como:

A USENTE (-): COD valor menorde 0.05.

DEBIL (+): COD de 0.05 a 0.15.

MARCADO (+ +): COD de ais a 0.45.

PESADO +++ +): COD mayorde 0.45.

3.5. ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA DEL FLUOR.

3.5.1. ANTIMICROBIANO.

El antimicrobiano empleadofué el flúor en forma de fluoruro sódico>

suministradopor (lab. KIN) enforma depolvovaloradoconunapotenciadel100%.

3.5.2.ESTUDIODE SENSIBILIDAD:CMI - CMB.

* Manejodelantimicrobiano.

Sepesaron 0.5 g. de polvo valorado y se diluyeron en 20 ml. de agua

destiladaestéril> quedandouna actividadde 25000mg/l. Tal volumenseguardóen

viales stock, que se congelaron a -20W. Estas alícuotas se utilizarían como

solucionesmadre, en estudiosposteriores.

* Tecnicaseguida.
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La determinaciónde la concentraciónmínima inhibitoria (CMI) de la cepa

control 5. mutansATCC 25175se realizó por el métodode “macrodilución en

caldo” (146).

Se hizo en caldo Wilkins-Chalgren, al que añadimos la solución de

antimicrobiano;para ello sepreparóuna batería de tubos con 1 ml. de caldo de

cultivo a excepcióndel tubo inicial que llevaba 2 ml. y la concentraciónde an-

timicrobiano.A partir de éstesepasó1 ml. de un tubo a otro hasta completarla

seriey a continuaciónseañadió 1 ml. de inóculo bacterianoobtenidode un cultivo

puro de 18 h. en caldo Wilkins-Chalgren que se diluyó hasta alcanzar la

concentraciónadecuadade 1(/-1O~ ¿¿fc/mi, ajustandola turbidezcon la escalade

McFarland. Se incluyó un tubo control sin antimicrobiano.

Se consideracomo CMI la concentraciónde antimicrobiano másbaja capaz

de inhibir un crecimientobacterianovisible, tras 24 horas de incubacióna 37W.

La concentraciónmínima bactericida <CMB) se determinópor subcultivode

10 ~l de cada caldo que no presentabacrecimiento visible, sobreplacasde agar

Mitis salivarius, quese incubaronen atmósferade CO2a 370 C. La lectura corres-

pondientese realizó a las 48 h.

La CMB es el caldo con la concentraciónde antimicrobianomásbaja que

inhibeel crecimientovisible en el subcultivo.Seconsideraéstecomobactericidasi

el cocienteentre CMI y CMB es < 32 y bacteriostáticoen casocontrario (52).

3.5.3. CURVA DE LETALIDAD.

La cinética de la acción antimicrobianadelflúor comofluoruro sódicoa lo
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largo deltiemposeestudiósobremedioWilkins-Chalgren,con la cepaStrentococcus

mutansATCC25175.

El inóculo bacteriano inicial fué de 10’ UFC/ml, en fase logarítmica de

crecimiento,obtenidode un cultivo de 18 h. en 50 ml. de caldo Wilkins-Chalgren

queseajustómedientela escalade McFarland. La incuba¿iónse realizó en bañoa

3 7”C, con agitación a 50 rpm durante8 horas. El recuentodel númerode células

viables,ya descritoanteriormentese realizó a cadahora, tomandoalícuotastanto

delcontrol (sin antimicrobiano)como del matrazconflúor

La acción antibacterianaejercidapor el flúor secomparócon un control de

iguales característicasy manipulación. Cada curva se realizó dos vecespara una

mayorfiabilidad y comprobaciónde los datos.

3.5.4.EFECTODE ELIMINACION DEL FLUOR.

Paralelamentea esta acción se evaluó como afectaba la eliminación del

fluoruro sódicodelmediodecultivo> sobreel crecimientode Strentococcusmutans

.

El efectocausadoal retirar elfluoruro sódicodel mediosecuantificó tras 3

horas de exposicióndel cultivo bacteriano a la concentraciondel antimicrobiano

utilizado. Transcurrido estetiempo,se eliminó elflúor del cultivopor el métodode

dilución (90). La dilución se realizó añadiendo 50 ¡xl de la suspensión

antimicrobiano-microorganismoyde los cultivoscontrolesa 50ml. de mediocultivo

fresco, obteniéndoseuna dilución 1/1000. La suspensiónbacteriana libre de

antimicrobianoseincubóa 37Wen bañoconagitación. Sedeterminóel númerode

microorganismosviablesen todos los cultivos, inmediatamenteantesy despuésde

la dilución y a cada hora despuésde la eliminacióndelfluoruro sódico,hastaque
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sedesarrollara una turbidezmarcada.Para el recuentobacteriano se retiraron de

cada muestray a cada hora 100 al realizandodilucionesdecimalesseriadasen

soluciónsalina. Posteriormentese sembraron25 ¡xl de cadasoluciónen agarMitis

salivarius. Las placas se leyeron> despuésde incubar durante 48 h. a 37Wen

atmósferade CO2.

3.5.5. INFLUENCIA DE DIVERSOSPARAMETROS:

* Efectode concentracionesde azúcar.

Se investigócomo interfería el flúor en el crecimientoy metabolismode £.

mutanscuandocrecía en un medioenriquecidocon azúcar.

Sepreparóun inóculode 10’ UFC/mlen medioWilkins-Chalgrena pH= 70,

a partir de un cultivo en fase logarítmica de crecimiento.La glucosase añadió

asépticamenteal mediohastaalcanzaruna concentraciónfinal del 10%;finalmente

se incorporó elflúor en una concentracióncapazde inhibir el crecimientode este

microorganismo,estevalorfueel correspondientea la CMI deflúor, cuyasolución

stockse encontrabaalmacenadaen viales congelados.Como control se consideró

un inóculo de 5. mutansen las mismas condiciones de cultivo, sin añadir

antimicrobiano.

El crecimientose evaluó,sembrandoalícuotasdiluidas a cada hora enagar

Mitis salivarius e incubandodurante 48 h. para determinarel númerode ¿¿fc/ml

según la técnica descrita anteriormente, también medimoslos cambios que se

produjeronen el PH del medio.

* EfectodepH bajos.
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Se determinó el crecimiento de 5. mutansbajo unas condicionesde pH

definidas,para calcular el efecto que éste ejercía sobre la acción inhibitoria del

flúor.

Las célulasenpresenciadeflúor sesuspendieronen medioWilkins-Chalgren

ysesepararon3 alicuotasde un inóculo de 5. mutansenfaselogarítmica, conuna

concentraciónfinal de 10’ ufc/mly seresuspendieronen estemediosometiéndolas

a lossiguientesvaloresdepH: 6.5,5.0, 4.0. EstospHseconseguíanañadiendoHCl

JAL Un matraz con un inóculo bacteriano> mantenidoen las mismascondicionesy

apH 7.0esel quese tomócomo control. Losrecuentosen ¿¿fc/mlsevaloraron a lo

largo delperiodode incubación.

* Efecto de concentracionessubinhibitorias de flúor en la agregación y

producciónde polisacáridosextracelulares.

Para estudiarel efecto de concentraciónsubinhibitoria (Sub CMI) deflúor,

tanto en la producciónde polisacáridosextracelularescomo en la capacidadde

coagregaciónse utilizaron los métodoscorrespondientesa cada ensayodetallados

anteriormente.

Serealizó una batería de tubos que conteníaWC como medioutilizadopara

crecimientobacterianoal queañadimosflúor en un intervalodeconcentracionesque

iba desdeel valor de la CMI hasta 1/5 del valor de la misma,para evaluar las

posiblesmodjficacionesrespectode un control sin antimicrobiano.A estosseles

añadió un inóculo bacteriano de 1(1-1(1 UFC/¡nl. La lectura se realizó a las 24

horas enel casode la agregaciónmientrasque la producciónde “slime” seevaluó

a las 48 h. por visualización directa y la producción de glucano por

espectrofotometría.Los experimentosse realizaron 5 vecescada uno de ellos.
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* MATERIALY METODOSEMPLEADOSEN EL ESTUDIO ‘fin vivo.

3.1. MODELO ANIMAL.

Seempleócomo animal de experimentaciónratas macho,variedad Wistar,

suministradasporPANLABS.L. (Barcelona),conun pesomedioal destetede 43 gr.

(+ 4). Secaracterizanpor serde talla mediana,albinosy teneruna buenatasade

crecimiento.La edaddepubertaddel animalesde 27 + 1 1 días,siendoelperiodo

de crecimientoa partir deldestete,de 19 semanas.

3.2. DIETAS.

Lasdietasy componentesempleadosen el estudiofueron los siguientes:

* DIETA PANLÁ4R, piensocompletopara rata-ratón cría, cuyafórmulaes:

Humedad 12,0%

Proteina bruta 23,9%

Grasa bruta 4,4%

Fibra bruta 3,0%

Minerales 5,5%

Glúcidos 50,8%

Valor calorífico (Kcal/Kg) . 3200

* DIETAS RICAS EN HIDRATOS DE CARBONO, comercializadaspor

Panlab. Se dieron dos variedades:

Materiales y Métodos
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* Dieta “K2000” (con un 56% de sacarosa),cuya composiciónes:

Sacarosa 56%

LecheSpray 28%

Higado 1%

Lupo 6%

Levadura 4%

Luceinadeshidratada . . . . 3%

NaCí 2%

* “Fibra Gwar” (Con un 54% de sacarosa),cuya composiciónes igualque

la anterior a diferenciade:

Sacarosa 54%

“Fibra Gwar” 2%

Estasdietas se administraron “ad libitum “ como único alimentoen las dos

series de grupos.

* BARNICES DE FLUOR (DURAPHAZ), administradopor pincelacionescon un

contenidodeSOmgNaF/mlJEstefluoruro tópicotienela siguientecomposición«ab.

Km).

10 ml. deflúor

10 ml. deflúor barniz

10 ml. de lacadeflúor + Calcio

10 cc. de barniz deflúor

1 ml. 50mgfluoruro sódico

1 cc. 50 mgfluoruro sódico

66



Materiales y Métodos

* AGUA FLUORADA , conuna concentraciónde4 mg/lfluoruro sódico (4ppm),

administradacomo aguade bebida. Durante el tiempoen quefue administradael

aguafluorada en la proporción descrita, éstafue la única bebida.

3.3. DISEÑO EXPERIMENTAL.

Para el objeto de nuestro estudioseseleccionaron7 gruposde ratas Wistar

machos,en númerode 15 cadauno, conedadesde 25 díasqueesprácticamenteel

final de su crecimiento y se desecharonlas hembraspara eliminar la posible

influencia hormonal(estrógenos).

Desdelos 25días> momentoenquecomienzaelperiodode destetede las ratas

(día 0)> hasta los 3 mesesen quefinaliza el experimentosemantuvieronenjaulas

de mackrolonde SOxíScm., en númerode5 ratasporjaula. Las ratassedividieron

en grupo controly gruposdeprueba, sometidosa los siguientestratamientosensu

dieta:

GRUPOL Grupo control> alimentadoconpiensocompletopara ratas-cría

más agua (no fluorada) “ad libirum”.

GRUPO IL Sele sometióa una dieta rica en hidratos de carbono, dieta

“1<2000”, que contieneun 56% sacarosa.Esta dietafue suministrada,junto

conagua “ad libitum”.

GRUPO III. Se le sometióa un dieta rica en hidratos de carbono, dieta

“Fibra Gwar” <dieta “¡<2000” + “Fibra Gwar”) y agua “ad um”

GRUPO IV. Se alimentó con dieta “¡<2000”, aportándole como agua de
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bebida, aguafluoro4a, siendola concentracióndeflúor de 4 mg/l.

GRUPO V. Se mantuvocon dieta rica en hidratos de carbono, dieta

“¡<2000”, agua “ad libitum” y ademásfue tratado con barnicesfluorados,

dadosenforma de pincelacionesy aplicado directamentesobre el esmalte

dental.

GRUPO VL Se le alimentó con dieta “Fibra Gwar’>, aportándoleagua

fluorada como agua de bebida, siendo ésta la única bebida suministrada

duranteel tratamiento.

GRUPO VIL Se le mantuvocon dieta “Fibra Gwar”, agua “ad libitum” y

barnicesde flúor, administrado a modo de pincelaciones.Los dientesse

cubrían con esta mezclaenforma depastao barniz usandouna torunda de

algodónla cualpermitía un buen accesoa la bocadel animal y facilitó la

impregnaciónde los dientesconel barniz; sedió conunaperiodicidadde una

veza la semanaen cadauno de losdientesy entodas lassuperficiesdentales,

vía tópica. El barniz se endurecíaaproximadamentea los 2 minutos.

Se realizaron valoracionesdel estudioen dos momentosdel desarrollo del

animal: la primera tomade muestrafue a los 45 díasy la segundaa los 90 díasdel

inicio del tratamiento;finalizadoelperiodo experimental,las ratassesacrificaron.

La duración del experimentocon cada grupofue de 3 meses,comenzandopor el

grupo controly a continuacióncadauno de los distintosgruposdeprueba.

3.3.1. DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO.

En cada toma de muestrase realizó la mismatécnica; todoslos animalesse
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pesaronenuna báscula(modeloAUSO)y luegoseintrodujeronen unacampanacon

algodónimpregnadoen éter (PANRE4C) que inhalaban “ad libitum”, vigilando su

respiraciónduranteaproximadamente1-2 minutos.

Una vez anestesiadala rata se la mantuvodormida medianteun canuto

(modeloPobel) que se colocabasobre la cabezarelleno de algodónempapadoen

eter y abierto por un lado, lo cualpermitía la respiraciónespontáneadel animal

hastala obtenciónde la muestra. Yaanestesiada,se introdujoen la bocadelanimal

unatira depapeltornasol (MERCK)para la obtencióndelPHsalivar tras observar

el viraje de color.

Otro tipo de estudioqueseefectuófuela recogidade la muestradesaliva que

a continuacióndescribiremosy tambiénse evaluó la presenciay localización de

cariesdentalesrealizandoun estudioexhaustivode la mandíbula.

En todos los casos las ratas se sacrificaron entre las 12 y 14 semanas,

equivalentea los 3 mesesde tratamiento <2 a toma) y se extrajo entonces la

mandíbulapara el estudioclínico correspondiente.Como hemosvisto, en cada

muestreosepesaronlas ratas, setomómuestrade saliva, semidió elpHsalivar y

seevaluó la presenciade caries unido al estudioanatomopatológicode las piezas

dentales.

3.4. MSLAMIENTOE IDENTIFICACIONDE 5. mutaus

.

3.4.1. TOMA DE MUESTRA.

Unode los objetivosde estetrabajofueelaislamientode la especie5. mutans

de la saliva de las ratasquefueronsometidasa diferentestratamientosen la dieta.
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Para estudiar el papelque desempeñaesta especieen las lesionescariosasfue

necesarioestablecerunasistemáticaquepermitierasuaislamientoy un buenmétodo

de identificaciónque la diferenciasedel resto de los estreptococosorales (16). El

métodoquenosotrosdesarrollamosfue el siguiente:

La muestraquese recogiópara el aislamientode la bacteria en estudiofue

una cantidadno cuantjficabledesaliva <aproximadamenteSo6gotas),medianteun

catéterestéril (modelo C) que aspiraba la secreciónsalivar de la boca. Esta se

depositóen un tubo de ensayoestéril que contenía1 cc de soluciónRinger-Lactato

(estéril). La muestraasí obtenidaseprocesódentro de las 3 horas siguientesal

muestreo.

A partir de esta muestrase hizo el estudio microbiológico de la especie

buscada5.Jwggns,por recuentodel númerode célulasviablespor ml. de muestra

desaliva. Lastomasde muestrase realizaron una a los 45 díasy otraa los 3 meses

del destete (día 0), momento a partir del cual se swninistraron las dietas

experimentales.Otra especieaislada e identWcadafue Lactobacillussrm, por su

relación con la caries dentaL

3.4.2. SIEMBRA.

La muestrade saliva contenidaen el tubo con solución Ringer seagitó en

Vortexdurante 30 segundos.Debido a la variaday numerosaflora existenteen la

cavidadoral, procedimosa aislar los microorganismosenestudioempleandovarios

mediosselectivos<119):

* Agar Milis salivarius (MSA),para cuantfflcacióny diferenciaciónde&
mutans

.
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* Agar Milis salivadassuplementadocon20% sacarosay 0.2 U/ml

bacitracina (MSB),para diferenciacióny cuant¡ficaciónde 5. mutans

.

* Agar Rogosa,como mediode crecimientoselectivode Lactobacillusson

.

El recuentode bacteriaspor ml de la muestra(¿¿fc/mí)sedeterminóusando

el métodode la micropipeta(251). Esteconsisteen agitar la muestraen un vortex,

realizandovariasdilucionesde la mismaen soluciónsalina estéril (10’, 102, 1(1,..).

De cadadilución setomaronconun micropipeta25 ,ulysesembraronen lasplacas

de cultivo correspondientes.La extensiónsehizode unaformauniformesobre toda

la superficiedel mediousandoun asade Drigalsky estéril (133).

3.4.3. INCUBAClON.

Una vez realizada la siembra,seprocedió a la incubacióndurante48 h. en

estufa a 370<2, en jarras Gas—Packcon una atmósfera 95%N2-5%C02la cual

proporciona el ambientenecesariopara el crecimientode 5. mutans

.

Al cabode estetiempo, las coloniasde 5. mutansseidentificaronfácilmente

porsuscaracterísticasmorfológicas(184),ya queestaatmósferalespermitéreducir

el telurito potásicopresenteen el medioy debidoprecisamentea estacaracterística

metabólicalas coloniascrecende color negroo azuloscuro. La observaciónde las

coloniassehizode “visu” o examinándolasconlupa, dadosupequeñotamaño. De

estamaneraserealizó una ident¿flcaciónpreliminar de las cepasde estreptococos,

basadaen la morfologíade la colonia en MSA, tinción Gram (cocospositivos)y

pruebade catalasa<negativa).

Respectoa Lactobacillussop., se incubó en Jarras de Gas-Packcon una
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atmósferade anaerobiosis:85%N2, lO%H2, 59~ (202, a 370(2durante3 d(as (118).

Apartir de estecultivo primario se determinóel recuentode bacterias (ufc/ml).

Despuésde incubar las diferentescolonias que habíancrecidoen las placas

<generalmente4 ó 5), seseleccionarona suvezsubcultivosen medioMSAyRogosa

segúnla especie,incubandoen las condicionesrequeridás.

3.4.4. ORTENClON DE MASA MJCROBíANA.

Una vezaisladaslas colonias, seinocularon los d¿ferentestiposmorfológicos

de colonias que crecían en placa, en 3 ml. de caldo Wilkins-Chalgren,al que

previamentesehabía regeneradoparafacilitar de estaforma el crecimiento.Se

incubó a 370<], durante 24 h. en aerobiosis. Transcurrido estetiempo, seobtuvo

suficientemasamicrobianapara relizar laspruebasbioquímicasquepermitidanpor

una parte, confirmar el diagnóstico de 5. mutans y por otra diferenciarlo

fundamentalmentede los enterococosy del resto de estreptococosoralespresentes

en la boca.

3.4.5. PRUEBAS BIOQUIMíCAS.

Laspruebasrealizadasson las que se indicana continuación:Tinción Cram,

bilis esculina, fermentación de azúcares (manitol, sorbitol, inulina, rafinosa,

sacarosa),producciónde amoniacoapartir de la arginina e hidrólisis de la es-

culina.

El resultado de las pruebas bioquímicas se considerópositivo, cuando
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aislabamosde los tubos 5. mutanspor subcultivo en MSA. De esta manera

confirmamossu iden4flcación.

3.4.6. IDENTIFI CAClON.

A continuación señalamosel esquemaque se siguió en este trabajo

experimentalpara la ident<flcación de los estreptococosorales obtenidos en la

muestra<cuadro n0 2) <75). Las especiesbacterianasse examinaronpor cultivo

selectivoy atendiendoa lascaracterísticasbioquímicasdescritasporCOLMAN1984

(42,4COYKENDALL1989 (47) y MURRAY1990 <178).

3.5. MEDIOS EMPLEADOS EN EL PROCESAMIENTO. TECNICA Y

CRITERIOS.

La sistemáticaseguidapara la descripciónde los mediossebasaen el orden

de utilización desdequese tomóla muestrahasta que la cepafue identificada.

3.5.1. MEDIO DE TRANSPORTE.

SeempleósoluciónRinger (PALEXSA). Estemediomantuvola viabilidad de

los microorganismosduranteel tiempomediadoentre la tomay su tratamientoen

el laboratorio, generalmentemenorde 2-3 horas.
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3.5.2.MEDIO DE AISLAMIENTOSELECTIV~

Las característicasde la flora oral, en cuanto a número y variedad de

especies,nosobligó a utilizarparael aislamientode 5. mutans un medioselectivo.

Aunquesonmuchoslosmediosdescritos,seutilizó el medioMSBdefinidopor

GOLD y cali en 1973 (89). Estemedioutiliza comobaseMitis salivarius (DIFCO).

Para prepararlo sediluyeron90 gr del mediodeshidratadoen 1000ml. de agua

destilada, añadiendo150 gr de sacarosa;se mezclaronbien hastaobtener una

mezclaun<forme,calentandosuavemente.Entoncesseautoclavóa 1210(2, al baño

maría, añadiendoen estemomentounaampollade1 ml. detelurito potásicoal 1 %,

así como 1 ml. de una solución de bacitracinaa una concentraciónde 200 U/ml.

El otro medioempleadopara la obtenciónde estreptococosfue agar Mitis

salivarius (MSA):sepreparócomoel MSB,perosin añadirla sacarosay la solución

de bacitracina.

El medioempleadopara cultivo selectivode Lactobacillussmi, fue el medio

agar Rogosa <197). La gran selectividaddel mediopermite el crecimientocasi

exclusivode estegénero,quese identjficay enumeraen baseal aspectomorfológico

de la colonia:formasredondeadas,lisas, colorblanco,muyconvexas,deconsisten-

cia cremosay de2-4 mmde diámetro.Setrata de bacilospositivossegúnla técnica

de tinción Gram.

3.5.3.MEDIO PARALA OBTENCIONDE MASAMíCROBIANA.

Una vezaisladasy crecidaslas coloniasde5. mutans,sepasaronéstasa un
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medio de cultivo idóneopara obtener una masa microbiana suficientepara su

posteriorestudio bioquímico. Con estefin, seempleó el caldo Wilkins-Chalgren

<OXOID) regeneradopor ebulliciónprevio a su inoculación.Setomaronsuficientes

coloniaspara obteneruna densidadbacteriana igual al n05McFarland.

3.5.4. PRUEBASDE IDENTIFICA CLON.

Seprocedió despuésde obtenersuficientemasamicrobianaa realizar las

siguientespruebas:

* TINCION GRAM

Por la técnicahabitual, nosfijamos en los cocosGram-positivos.

* BILIS ESCULINA

Medianteestapruebasepudodiferenciarlosenterococosde los estreptococos

orales. Utilizamos el mediode DIFCO. La siembrase realizó en la superficiedel

medio> incubándosea 370(2, durante 24 h. en anaerobiosis;transcurrido este

tiempo, sellevó a cabo la lectura de la pruebaen la superficiedel tubo.

PRUEBAPOSITiVA Coloraciónnegruzca.

PRUEBANEGATIVA Color original.

* FERMENTAClON DE AZUCARES

La fórmula recomendadapara estudiar dichasfermentacionesconsisteen

utilizar un medio que tenga un indicador de fermentación,adicionándole los
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diferenteshidratosde carbono.El mediobasefueel caldoRojo Fenol <DIFCO) que

no llevaazúcaresen sucomposición.Algunosazúcaresno soportanel autoclavepor

lo quese utiliza el mediobaseanteriormentedescritopero sin ellos. Seprepararon

solucionesapropiadasde los carbohidratosseleccionados,se esterilizaron porfiltra-

cióny seañadieronasépticamenteal mediobasalhastaalcanzaruna concentración

final de azúcaresdel 1 %.

El medioseinoculó con 10 ¡xl de un caldo con crecimientode 18 h. y los

resultadosseobservarondespuésde 24, 48y 72 horas de incubacióna 370(2 La

interpretación de la prueba se realizó por 2 métodos:cambio de coloración y

variacionesde pH.

* Lafermentacióndel azúcarse reconocepor un viraje delindicadorde rojo

a amarillo. En todosestoscasoselpH varia en al menos0.5 unidades,lo quenos

confirmalas fermentacionespositivas.

* La ausenciadefermentacióndel azúcarse man<fiesta al permanecerel

color original, encontrándoseal realizar la medidade pH que ésteno varia> o lo

hacepor debajode Ok5 unidades.

En los casosen que el cambio de coloraciónfue dudoso,el pH era decisivo

para realizar la lectura de la prueba, considerándosenegativopor debajode una

variación de 0.5 unidadesy positivopor encima dedicho cambio. Se utilizaron los

siguientescarbohidratos<146):

MANITOL (PANREA(2)

RAFINOSA (MERCK)

INULíNA (MERCK)

SORBITOL (MERCK)

SACAROSA (PANREJ4 (2)
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* ARGININA

La capacidadde5. mutanspara desaminarla arginina seestudióusandoel

medio desarrolladopor NIVEN y coL en 1941 (182). Despuésde realizar la

inoculación a partir de un caldo WC con abundantecrecimientose cubrió el tubo

con 1 cc aproximadamentede parafina líquida estéril; esto tiene comofinalidad

prevenir el escapedel amoniaco durante la desaminaciónde la arginina. La

incubaciónserealizó 370(2, durante48 h; transcurridoestetiemposeañadieron2-3

gotasdel reactivoNESSLERa una cantidadsimilardel tubode argininaya crecido.

El cambiode color a rojo anaranjadoindicó quesehabíaformadoamoniacopor

desaminaciónde la arginina, por lo tanto la pruebaespositiva.Si por el contrario

semantieneel color original, o vira haciaalgún otro color> la pruebaesnegativa.

* ESCULINA

La hidrólisis de la esculinase investigóutilizando el mediode DIFCO. La

hidrólisis de la esculinasetraduceen un ennegrecimientodelmediodespuésde una

incubacióna 370(2 durante48 h.

3.5.5. MEDIO DE CONSERVAClON.

El hecho de utilizar un númeroconsiderablede cepasde 5. mutanspara el

estudiode coagregacionesy detecciónde polisacáridoshizo necesarioemplearun

mediode conservaciónquepermitieraalmacenarlas cepassegúnse iban aislando

e identificando (55).

Para ello separtió de un cultivo frescocrecido en agar Mitis salivarius.

Tomamos4 ó 5 coloniasperfectamenteaisladase identWcadas,las inoculamosen
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tubos quecontenían1.5 ml de caldo WC y lo incubamosa 370<] en atmósferade

(202. Una vezsetuvo el crecimientoenfaselogarítmicaseutilizaron tuboscon 1.5

ml. del cultivoy unacantidadsimilar de glicerol (50%). La conservaciónserealizó

a una temperaturade~200(2

3.6. EXAMEN CLINICO DE CARIES.

Se hizo un estudio para ver como afectaban estos tratamientos y

posteriormenteseobservóal microscopiola histologíade la lesión.

3.6.1. VíSUALIZA ClON Y CRITERIO DIAGNOSTICO.

Se examinaron las mandíbulasde la presencia o ausencia de lesiones

cariógenasen sussuperficiesdentales.Todaslas ratas, tantodegrupo control como

de gruposde prueba, secontrolaron clinicamenteen los dosperiodosde control

microbiológico.El examenclínico se realizó usandouna aguja <0. 36x13mm). Para

ello se limpiaron las superficiesdentalescon solución Ringer y se evaluaron las

superficies de los dientes con lupa (ZEISS) utilizando como visualizador un

microscopioOPML

* CRITERIO DIAGNOSTICO

El diagnósticoseguidoen la exploraciónclínicafuéel criterio propuestopor

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

distinguenpor sercavitacioneso áreas reblandecidas.Suscaracterísticasson:
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* Entra la sondao aguja 0.5 mm.

* Fondoblando

* 1-lay desplazamientotransversal

* Aureolagris o blanquecina

* Hay lesión radiográfica

* Pérdidade minerales30%

Se evaluaron el número de ratas con caries en cada tratamiento> y sus

localizacionesen la mandíbula.Setomaron luegofotografíasde éstas,asícomode

anomalíasque se encontraron y se utilizó como visualizador para realizar el

procedimientoun microscopioOPMI, modeloque tiene un sistemamodular que

ofrece múltiplesposibilidadesde combinary ampliar el númerode aumentosde

acuerdoconlas necesidadesdelas individualidadesdelcaso.Ademásde la lampara

de hendidura operatoria, el OPMJ con esterotubode coobservador, tiene un

dispositivofotograficoX-Ypara tomar muestrasde diapositivas.

3.6.2. ANATOMíA PATOLOGíCA. TECNICAS EMPLEADAS.

Lastécnicasempleadasparasu evaluaciónfueronlas siguientes:

* Métododefijación: Lasmuestrasdemaxilarprevio a suexamenanotomo-

patológicosefijaron enformolnítrico alS%por sernecesariopara estatoma

una técnica de decalc<ficación queposteriormentepermitiera su corte. El

periodo de duracióncon dichofijadorfue de 24 h.

* Métodode inclusión: Lostejidosuna vezfijadospasaronpor los siguientes

reactivos: alcoholes de concentracionesprogresivamentesuperiorespara

procedera la completadeshidratacióndel bloque. Trasdospasosde 4 h. por
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toluol, usado estecomo agenteaclaranteseprocedió a la inclusión de los

bloquesen unaparafina líquida. Loscortesrealizadossemantuvieranen una

estufaa 600(2duranteun total de 6 h.

* Método de coite: lina vez confeccionadoslos bloquesdonde iba incluida

unomuestrarepresentativade las distintas tomas,seinsertaronen la platino

de un microtomo MINOT, procediéndosea hacer cortes con un espesor

máximode 4¡i.

Obtenidosloscortesymontadosenportaobjetosseprocedió a la desparaflni-

zaciónde los mismostras tres bañossucesivosen xilol de 20 minutoscada

uno. Realizadoestosevolvió a hidratar los bloquesy setiñeron.

* Métodode observación: Laspreparacionesobtenidasa partir de muestras

procedentesdemaxilaresse observaronal microscopioóptico. Comovariante

de observaciónmicroscópica,se utilizó un métodode luzpolarizadacondos

prismasde NICOLpara que de esamanerasepudieransepararestructuras

amorfasde estructurascristalinasy lasprobablesvariacionesdeesttÉúltimas.

Este métodopermite valorar las estructuras cristalinas que muestran una

birrefringencia en blanco brillante, efecto conseguidocuando ambosprismas se

orientanformandoun angulode 90’> entrest Paro estatécnicade observaciónse

empleóun microscopiode la casaLEITZ, modeloDIALlix 2OEP, que incluye un

sistemaautomdticodefotograjíade tipo ORTHOMAT.

3.7. EVALUAClON ESTADíSTICA.

Para comparar los resultadosobtenidosen este estudio se realizaron los
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siguientestipos de pruebas:

La valoración estadísticase realizó medianteel test ANOVA (análisis de

varianza), que estudiael efecto de un determinadofactor cualitativo sobre una

variable, seguidode una pruebade homogeneidadde varianzas,para comparar

posteriormentela mediade los grupos2 a 2. En esteestudioseempleócomo test

para establecerdiferencias signjflcativas entre las medias de los recuentosde

microorganismosobtenidosen los 7 grupostratados.

Ademásde estaprueba, seaplicaron los coeficientesde correlacióndePear-

sony de Kendallpara estudiar la relación entre los parámetrosmicrobianos 4¶~
mutans,y Lactobacillussim. J y las caries observadasen la mandíbuladelanimal.
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* RESULTADOS OBTENIDOSEN EL ESTUDIO “IN VITRO”

3.1. ESTUDIOS PRELIMINARES:

3.1.1. CURVA DE DESARROLLO BACTERIANO.

Eldesarrollobacterianode StrentococcusmutansATCC25175seobservaen

la figura 1> que representa la curva de crecimiento que manifiesta este

microorganismoa lo largo de sustres etapas.

Segúnla gráfica, la fase logarítmicase inicia alrededorde las 10’> hora,

alcanzandosupuntomáselevadoa las 18 horas. Lafaseestacionariao de reposo

tenía lugar a continuacióny el descensobacteriano comienzaa partir de las 24

horas de incubación.

Este experimentose hizopartiendode un inóculo muypequeño(102 ¿¿fc/mí),

queseincubódurante24 horas,periodo duranteel cual evaluamosel crecimiento,

tantopor recuentobacterianopara determinarel número de células viables a lo

largo de estetiempo, comopor espectrofotometría,para medir la absorbancia<X —
660).

De estos resultadosfueposible estableceruna relación entre cada valor de

ufc/mly sucorrespondientevalor de absorbancia,siendoestaequivalenciamuyútil

por la comodidady rápidez que supusopara su uso en posterioresensayos,en

particular en el estudio de agregaciones bacterianas. Así, una DO. = 2.0

correspondeaproximadamentea 1010 ¿¿fc/ml.
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3.1.2. MEDIOSDE CULTIVO.

La figura 2, representagráficamenteel crecimiento desarrollado por 5

.

mutansen los 5 caldosde cultivo empleados.La cinéticade crecimientocelular se

realizó midiendola absorbanciaa una X = 660 tun apartir de alícuotasquese

tomaron a cadahora duranteel periodo de incubación.

Aparecereflejado en estafigura que existendiferenciasentre los valores de

masacelular obtenidosal medir la absorbanciaen cadamediode cultivo. El valor

de absorbancia más alto se obtiene con el caldo Wilkins-Chalgren,cuya fase

estacionariaalcanza un valor de DO = 1.88, este valor disminuyecon el caldo

Schaedlercuyo valor de DO = 1. 75. En cuanto a los caldosTioglicolatoy Todd-

Hewitt, ambospresentanunafaseexponencialde crecimientomuysimilar El valor

másbajo seobtienecon medio BH¡, con una DO — 0.08.

Esto nos indica que en general,seda buencrecimientoentodos los caldosde

cultivo, a excepcióndel medioBHI que no manifestóapenascrecimiento, teniendo

en cuentaque el mayorcrecimientosealcanzacon el caldo WC, seguidodel caldo

Schaedlery de los mediosTioglicolato y Todd-Hewittque muestranvalores muy

similares.

Tras realizar la eleccióndel medio Wilkins-Chalgrencomo caldo de cultivo

procedimosa evaluarun medio sólido de crecimientoadecuadoque sepudiera

emplearenexperimentosposteriores.Losmediosensayadosfueron:Mitis salivarius

(MS), Mitis salivarius bacitracina (MSB)y Wilkins-Chalgrenenriquecidocon 5%

sangre.La figura 3, representael recuentocelular (lg ¿¿fc/mí) obtenidocon cada

medio. Segúnestagráfica, se consiguieronresultadosmuy semejantesconéstos,es

decir en todos ellosseobtuvieron recuentosaltos de estaespeciedelorden de ido

¿¿fc/ml. Si comparamoscon el inóculo de partida 10~ ¿¿fc/mí, vemos que el
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Estasobservacionesnos llevarona emplearel medioMScomomediosólido

de siembraen losestudios“in vitro”, descartandoMSBpor serun mediode escasa

duración, ya queal contenerbacitracina, éstapierde su actividada la semanade

preparar la solución.

Hay que tener en cuentaque 5. mutanses un microorganismoque crece en

agardandounamorfologiacaracterística,de aspectomucoide,rugosay sobretodo

muyadherenteal agar, estorepresentóunagran dWcultada la hora detrabajar con

el, tantopara homogeneizadoen el medio, como en el momentode realizar los

subcultivosposteriorespara su aislamiento.

3.2. PRUEBASREALIZADASCONAZUCARES

3.2.1. CAPACIDADDE FERMENTAClON DE AZUCARES.

Seestudióel efectode cuatroazúcaresy dospoliolesen el crecimientode un

cultivo puro de 5. mutansenfaselogarítmicay su capacidadparafermentarlos,

duranteun periodo de 12 h. de incubación. Como control se empleóun mediode

cultivo que no conteníaazúcar

En la figura 4, se ve representadoel recuentocelular apresadoen (log

¿¿fc/mí) obtenido con cada azúcar. Los resultados muestranque los recuentos

bacterianosmáselevadossonconsacarosayglucosa.Lafaseexponencialcoincide

en amboscasosy alcanzanun valorfinal aproximadode 7.940~o ¿¿fc/mí,partiendo

de un inóculo inicial próximo a 4x105 ufc/ml; esto sign<flca que produjo un

incrementoenel númerode bacteriasde5 logaritmosdesdeel momentoen que5

.

mutanssepuso en contactocon el azúcar En un segundoplano, se obtiene un

crecimientomenor con manitol, aumentandohasta 4 logaritmos su valor inicial,
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siendoel valorfinal .5x109¿¿fc/mlyflnalmentela lactosa,queesunode losazúcares

quemenorvalor de recuentocelularpresentó(5. SxltA ¿¿fc/mí). En el control, el

valor máximode recuentocelularobtenidotras 12 h.fuede 7.9x107ufc/ml, esdecir

aumentahasta2 logaritmossu valor inicial <3. 9xlOtJ.

Sepuededecir que para esta cepa, tanto la glucosacomo la sacarosay en

menorgrado el manitol, son los azúcaresque degradacon másfacilidad mediante

vía glicolítica y quepor tantopermiten un mayor crecimiento de la bacteria; a

consecuenciadel crecimiento en tales condiciones, vimos que se originaba la

formaciónde grandesagregadosoflóculosqueseagitanbanen el medioy queiban

incrementándosecon el tiempo en tamaño y número, dando una turbidez

característicaal medio. Esto iba asociadocon la formación de largas cadenasde

cocosgrampositivos,que aumentande longitudespecialmenteen las últimashoras

de incubación,segúnobservamosal microscopiomediantetinción gram.

Respectoal crecimientoen el mediode cultivo, y sólo en el casode utilizar

sacarosacomofuentehidrocarbonada,se desarrollabauna capamuy adherentey

compactaen la basedel matrazque no se elimina, ni tansiquiera con la agitación

del baño a que estuvosometidopara homogeneizarel medio.

Para realizar este experimentoempleamosel azúcaren condicioneslimites

<1 %), deformaqueseobtuvierael máximovalor de actividadglicolítica, hechoque

influiría en la velocidadde crecimientode estabacteria (258). La interpretaciónde

los resultadosque se muestranen la flg. 4, reflejan la capacidaddefermentación

delS.mutansrespectode estossustratos,queenel casode la glucosay sacarosa

esmuyelevada,alcanzandocon ellos el mayorcrecimiento.

Respectoal efectoquecausanel xilitol y sorbitol en el crecimientocelularde

estemicroorganismo,seobservaqueel sorbitolprovocaun crecimientomenorymas

lento,ya que su intervalo de crecimientono superael valor máximodelcontrol, es
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decir, estaespecieapenasmuestracapacidadparafermentarestesustrato, siendo

el mayor valor de recuentocelular alcanzadode 6.3x10’ ¿¿fc/ml.

En cuanto a la presenciade 1 % de xilitol en el medio, ésteprovoca una

inhibición del crecimiento.El valorfinal de recuentocelular desciendeen relación

conel control, siendoestosvaloresSxlO~ y 7.9x10’ ¿¿fr/ml respectivamente.

3.2.2. CAíDA DE PH.

Durante el crecimientobacteriano con las diferentesfuentesde carbonose

midió como variaba elpH afin de evaluarla capacidadacidogénicade5. mutans

.

Esta esel resultadode la producciónde ácidosa causade la actividadglicolítica

ejercidapor estabacteria sobrecada azúcar

Segúnesto, la figura 5 ilustra los cambiosdepH experimentadospor cada

azúcara lo largo de las 12 horasde estudiomediantecurvas que representanla

caída de pH, partiendoen todos los casosde un pH inicial 7.a El control sigue

siendoun medioque no contieneazúcar

Sevió que el pHfinal con glucosay sacarosaesdepH = 5.0 ypH = 5.2

respectivamente.ElpHfinal obtenidoenpresenciademanitolesalgo menorde 6.0,

esdecir 5.8, mientras que la lactosaes curiosamentemenosacidogénica,cuyopH

es6.a Con respectoa sorbitolyxilitol, eldescensodepHesalgo inferior, entre62

- 6.6y por tantocon un valor considerablementemás bajo que el correspondiente

a la glucosay sacarosa.El control en ausenciadeazúcarvamod<ficandolentamente

supH hasta alcanzarunpH de 68próximo al inicial (pH = 7.0).

En función de los resultados,se compruebaque la mayor capacidadpara
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producir ácidosseobtienecon sustratostales como la glucosay la sacarosay en

menorgrado conel manitol. Por otro lado, tanto el sorbitol comoxilitol originan

en el medio un descensodepH muy bajo en comparacióncon otros azúcares.

3.2.3.EFECTO DE LA CONCENTRACIONDE AZUCARES.

La figura 6, representael crecimiento celular en un medio de cultivo

enriquecidocondosazúcares:sacarosay glucosa,a dosdiferentesconcentraciones.

Una de ellas correspondea un aportede carbohidratosal mediode crecimientoen

condicioneslimites <1 %) (258), y otra de ellas a altas concentracionesde azúcar

(10%). Se empleócomo curva control, un cultivo de 5. mutansen ausenciade

azúcar Se compruebaque ambos azúcares manWestanun crecimiento celular

equivalente,hechoquese evaluómedianterecuentocelularmedidoen <log ufc/ml).

AnalizadoslosposiblescambiosdepHoriginadosen situacionesdealta y baja

concentraciónde azúcar en el medio, se observó que cuando la glucosa y la

sacarosaestanpresentesa baja concentraciónseconsiguenvaloresdepH: 5.0 - 5.2,

mientrasqueparauna concentraciónalta deglucosay sacarosaes unpHmásbajo,

siendoel valorfinal obtenidocon ambosalrededordepH=4.5 (figura 7).

3.2.4. CAPACIDADACIDURICA.

En la figura 8, sepresentanlos recuentoscelularesobtenidoscon 5. mutans

sometidoa djferentesvaloresdepH (6.5> 5.0, 4.0, 3.0) en el medio, tomandocomo

controlpH = 70.
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~5.L.rnuIansalcanza los recuentoscelularesmás altos apH = 7.0, siendoel

mayorvalorde recuentocelularalcanzadode3. lxi Cf ufc/ml, mientrasquea medida

que baja el valor depH a que es sometidoel medio de cultivo, se origina una

reducciónprogresivadelcrecimientode estemicroorganismo;estainhibición esmuy

elevaria apH = 4.0ypH = 3.0alcanzandoen estosúltimosvaloresderecuentode

10’ y 10’ ¿¿fc/ml respectivamente.

ConpH talescomopH: 6.5,5.0, aunqueseproduceun importantedescenso

inicial (en las 3 primerashoras) la bacteriaserecuperamostrandoun progresivo

crecimiento, alcanzandovalores finales de recuento 7.9x1C1y 1.5x108 ¿¿fc/ml

respectivamente,paralelo al queman¡fiestael controldondeseconsiguenlos valores

máximosde crecimientobacteriano. No seproducetal situacióncuandoel pH del

medioes3.0, mientrasque en un ambientea pH = 4.0, 5. mutansse ve quesufre

un drástico descensoinicial, a continuacióncomienza un ligero ascenso>para

finalmentemantenerse.

Ademásde estasobservacionesse anotaronlos cambiosoriginadosen el pH

delmedioa lo largo delas 10horasde estudio,respectode los valores iniciales. En

el casodepH 6.5 y pH 5.0> éstese va mod¡flcandohasta establecerseen un valor

alrededorde 5.5. En cuantoa la situaciónaltamenteácida quesecreasometiendo

la bacteria a unpH = 4.0, esta hacedescenderligeramenteestevalor a 3.5,para

finalmenteexperimentarun pequeñoascensocoincidiendocon las últimashorasde

la curvade desarrollo bacteriano.

3.3. ENSAYO DE COAGREGAClON.

Realizadoslos ensayosdecoagregaciónentre5. mutansATCC25175y otras

especiesbacterianasoralesprocedentesde aislamientosclínicosy coleccionestipo,
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seobservaronlos diferentesgradosde coagregaciónquesedieronentreellas. Estos

resultadossemuestranen la tabla 1, que incluye losporcentajesde coagregación

queseobtuvieronen cadacaso.

Todas las parejas de coagregación se observaron segundosdespuisde

agitarlos,ysecompruebaquela cepastandard5. mutansmuestraun elevadogrado

de coagregaciónconActinomvcesodontolvticus,Veillonella alcalescens,Bacteroides

intermediusy Prevotella loescheii.Asímismoexisteagregaciónaunquedébil con

Fusobacteriumnucleatumy no seencontrócoagregaciónen ningún casoconcepas

del gen. Lactobacillus son, gen. Strentococcussmi. <‘5. mitior, 5. salivarius1

,

Prevotella melaninoQenicus, Pomhvromonas Lin2ivalis y Actinobacillus

actinomvcetemcomitans.Estosresultadosse observaronen la totalidadde los casos

probadosde cada especie,a excepciónde B. intermediusy 5. mutans

quesólomostraroncoagregaciónen un 66.6%y 90% de los casosrespectivamente.

En todos los casosse evaluaron las autoagregacionesde las cepas que

enfrentamos,sóloendoscasossedió la capacidadde agregarconsigomismo,como

fuecon la cepastandard5. mutansATCC2517Scon un grado decoagregación(+

+) y ActinomvcesodontolvticusATCC 17982.

En la mayoríade los casosse tomaronmuestrasde lasparejasde bacterias

enfrentadasqueeran capacesde coagregary realizamosuna tinción Gram, con el

fin de confirmar la existenciade agregaciónentre ambasespeciesbacterianas.

3.4. ENSAYODE “SLíME”.

LacapacidaddeS._mutansATCC25175paraproducir “slime” enfuncióndel

tiempode incubación,aparecereflejadoen la tabla 2. De los resultadosobtenidos,
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podemosdeducir,queestemicroorganismoalcanzaa las48 horasla mayorcantidad

depolisacáridosextracelularesproducidossiendosuactividadmáselevadaa las 24

h. que a las 72 horas.

Los resultados de la prueba de “sUme” realizada con otras especies

bacterianaspertenecientesal Gen.Strentococcusy Gen.Lactobacillus,semuestran

en la tabla contigua; en ella se especifica el origen de cada uno de los

microorganismosensaya4os,así comoel númerototal de bacteriasempleadasy el

recuentoporcentualde especiesproductorasde “sume” enfunción del tiempo de

incubación.Esteensayose llevó a cabocon cepasprocedentesde la saliva de ratas

que utilizamosen el modeloexperimental.

Evaluadoscada uno de los gruposse observaque las cepasde 5. mutansen

su mayor númeroobtienenel máximogrado de producción entre las 24 y 48 h.,

mientrasque las cepasdel Gen. Lactobacillusensayadaslo alcanzana las 72 h.

Sólohuboun 70%de los casospertenecientesa esteúltimo género> en los cualesno

se detectóelaboracióndepolisacáridosextracelulares.

La determinacióndelgrado de producciónde “slime” sevaloró en relación

a 4 categorías, sign<ficando O la ausencia de ésta y +3 el mayor grado de

elaboraciónde “slime” conseguido.

Tal comose observaen la tabla 2, en el casodeLactobacillussmi.,el mayor

numerode cepasnopresentacapacidadparaproducir estosmucopolisacáridos;por

el contrario el totalde cepasde 5. mutansvaloradas,sípresentanestapropiedad.

3.5. DETERMINACION DE GLUCANO INSOLUBLE.
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La determinacionde la cantidad de glucano insoluble se hizo teniendoen

cuenta los valores de DO obtenidosen el ensayoque correspondea 4 categorías

diferentes.

En la tabla 3, aparecereflejadoel glucanoinsolubleproducidopor 5. mutans

a diferentesconcentracionesde azúcar, que en estecaso es la sacarosa.Segúnlos

valores obtenidosde COD <DO corregido) vemos que la cantidad de glucano

producido aumentaa medidaque aumentala concentraciónde sacarosa,siempre

referido a un control sin azúcar, el cual no man<[está capacidadalguna para

elaborarglucano.

Tambiénen estecaso hicimosun seguimientocon las cepasde 5. mutans

,

aisladasdelmodelo “in vivo”, con elfin de averiguarqueporcentajede ellas son

productorasde glucano. La muestravaloradaconstade 30 cepas,divididasen 3

grupossegúnla procedencia.Analizadoslos resultados,observamosen cadagrupo

de estudioque el mayor númerode cepas,producenglucano a la concentraciónde

sacarosamáselevada(10%).

En todoslos casostomamoscomocontrol un inóculo de 5. mutanscultivado

en ausenciade azúcar, siempre valorando aquellos casosen los que la medida

mínimaen el espectrofotómetromarcaraaos.

3.6. ACTIVIDAD DE FLUORURO SODICO SOBRE5. mutans

.

3.6.1. ESTUDIO DE SENSIBILíDAD: CMI-CMB.

Determinamosla CMI y CMB de fluoruro sódico, utilizando un método

estandarizadocomo es la técnica de dilución en caldofrente a £...rnyjgnsATCC
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25175y obtuvimosque el valor de CMI esde 128 mg/l, mientras que la CMB es

4096 mg/l, esdecir 32 vecesmayor que el valor de CMI.

3.6.2. CURVA DE LETALIDAD.

La actividad antimicrobianadelflúor frente a un cultivo puro de estacepa,

enfunción deltiempoy a la concentraciónde CMI, vienerepresentadaen lafig. 9.

Como sepuede apreciar en ella, a dicho valor de CMI se produce un efrcto

inhibitorio del crecimientode estabacteria mostrandodurantelas cinco primeras

horas un progresivo descensoen el recuento celular, para estacionarsea

continuación.

Con las curvasde letalidadseconsiguesaberelpoderbactericidade la droga

respectoal tiempo> aplicandolo como el tiemporequeridopara bajar la población

bacteriana31g, esdecir el 99.9 % (16); en nuestro caso el descensomáximono

superóestevalor

Posadas2h. de exposicióndelflúorfrente a 5. mutansy eliminadoéstepor

unprocesodedilución, se valoró el efectoquetendríala retirada del antimicrobiano

en el crecimientode estemicroorganismo.En lafig. 10, semuestranlos recuentos

celularesobtenidosa partir de estemomentoobservandoseen estascondiciones,una

recuperaciónbastanterápida del crecimientOde 5. mutansa partir de la primera

hora; alcanzandoal cabo de sietehoras de incubaciónen baño con agitación, un

valor de 1o~ ¿¿fc/mí,teniendoen cuentaqueel recuentoinicialfue de1.SxiO~ ¿¿fc/mí>

luego seconsigueun incrementode 4 lg. Esta recuperaciónuna vez eliminado el

flúor nos indica el efecto bacteriostáticoque ejerce este antimicrobianosobre 5

.

mutans,esdecir inhibe el crecimientopero no mata la bacteria.
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3.6.3. INFLUENCIA DE DIVERSOS PARAMETROS EN LA ACTIVIDAD DE

FLUORURO SODICO <NaF).

lino de los objetivosquenospropusimosfue valorar la influencia de algunos

parámetrossobre la actividaddel antimicrobianoen la cinética de crecimientode

5. mutansATCC25175.

* INFLUENCIA DE LA CONCENTRAClON DE AZUCAR.

Se valoró la inhibición queejerce el NaF en el crecimientode 5. mutans

utilizando dos concentracionesde azúcardiferentesen el mediode cultivo.

Los resultadosreflejadosen la flg. 11, muestranque la inhibiciónproducida

por NaFfrente a este microorganismoa la concentraciónde CMI, es similar a

ambasconcentracionesde azúcar Así, cuando la concentraciónde glucosaen el

medioes un 1 % encontramosal cabo de 8h. un recuentocelular de io~ ¿¿fc/mí,

mientrasque a la mismahora y cuandoel azúcaralcanzauna concentracióndel

10% el recuentoqueseconsigueesde 2.5x102ufc/ml. Segúnésto, elflúor a la

concentraciónde CMI, qerceel mismoefectode inhibición sobreel crecimientode

5. mutans,independientementede la concentraciónde glucosaquehubieseen el

medio.

Estudiadoel efectodelflúor en asociacióncon bajasy altas concentraciones

de sustratosobreestemicroorganismose observa,segúnsemuestraen la tabla n’>

4 que al medir el pH del medio, éste apenasexperimentacambio alguno ya que

frentea un pH inicial 7.0 seproduceun descensoa pH 65, mientrasqueen los

controlescon concentracionesde glucosaen el mediode 1 y 10%, libre deflúor el

pH obtenidoes de 5.0y 4.5 respectivamente,luego en estosultimos el pH baja.
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Estos resultadosindican queelflúor inhibe o cesala produccióncontinuade

ácidos a partir de estosazúcares.

* INFLUENCIA DE PH.

La actividaddelflúor seestudióa diferentesvalores depH; para conseguir

el pH deseadoañadimosMCI diluido en el medio.

Quedareflejadoen lasflg. 12y 13, queexistendiferenciasentrelos recuentos

celularesobtenidosconlosdiferentespH. Partiendode un inóculo inicial 1o~ ¿¿fc/ml

y al cabo de 8 h., se observa:

* apH65 el valor de recuentocelular en el control deflúor esSxlO’ ¿¿fc/ml

y en el controldepH: 7,9.40’¿¿fc/mí,mientras quecuandoactuanconjuntamente,

esdecirflúor en un medioa pH 6.5,el recuentoobtenidoes 7*1 0~ ¿¿fc/mí,similar

en estecasoal valor alcanzadocon la actividaddelflúor

* apH 5.0, el valor de recuentofrente a la actividad delflúor es igual que

la anterior, a pH5.0el recuentoeslxi Cf ufc/mly la actividaddelflúor en un medio

con dicho pH es 79xlOt inferior en 1 logaritmo al dato mostrado con el pH

antenor.

* a pH 4.0> disminuyeconsiderablementeel valor de recuento celular

obtenidotras 8 h. de actividaddelflúorfrente al crecimientode 5. mutans,siendo

estevalor inferior a ixlCf ¿¿fc/mly en los correspondientescontrolesdeflúory pH

4.0 de SxlO’y i.9xi05 ufc/ml, respectivamente.

Sometidoestaespeciea mediosconpH ácidoy a una concentracióndeflúor

igual al valor de CMI <128 mg/l) según lasflg. 12 y 13 se ve, un aumentode la

actividaddelflúorfrente a 5. mutansa medidaquedisminuyeelpHdelmedio.La
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combinaciónde ambosfactoresprovocanuna inhibición del crecimientobacteriano

y de la acidezdel mediomayorquecuandocadauna deestascondicionesseevaluan

individualmenterespectodel control.

* INFLUENCIA EN LA AGREGAClON.

El fenómenode agregaciónseestudiócon la cepa5. mutansATCC25175y

vimosquetienecapacidadpara autoagregarEvaluamosla actividadquedesempeña

el flúor a concentracionessubinhibitorias sobre esta cepa, datos que aparecen

reflejadosenla tabla5, dondeseespec¡flcael grado deagregaciónquemuestraesta

bacteriafrente a las distintasconcentracionesdeflúor aplicadas.

Segúnestosresultadosy teniendoen cuentalas condicionesexperimentalesa

quefuesometidoel ensayo,vemosque las concentracionessubCMI no influyenen

el fenómenode autoagregaciónde esta especie.

* INFLUENCIA EN LA PRODUCCIONDE EXOPOLISACARIDOS.

Evaluamosel efectoqueproduceelflúor en la capacidadde5. mutanspara

producirPSEdel tipo glucano.En la tabla 6, se representanlos valoressubCMI del

flúor y valores de DO corregida obtenidaspor espectrofotómetrorelativas a la

producciónde glucanode estemicroorganismo.

Cuandola concentracióndeflúor coincideconel valor de la CMI (100%), se

inhibe la producción de glucanoya que el valor de COD obtenido (0.02) no se

incluye dentrodelmínimoestablecidopara la producciónde estepolisacárido.Por

el contrario valores de subCMI de 64 mg/l y 32 mg/l de NaF afectan a este

microorganismooriginando un aumentoen la producciónde glucanoen un grado.

Finalmentecuandola concentraciónsubCMI deflúor esde 16 mg/l, la cantidadde

glucanoproducidapor 5. mutansaumentahasta 0.29, valor queseincluye dentro
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de la 2’> categoría(2+) ycon 8 mg/leívalor de CODsigueaumentandohasta0.44,

valor muyproximó al que correspondea la categoría (3+).

Segúnesto,elflúor a concentracionessubinhibitoriasaumentanla producción

de glucanoy por consiguientefavorecenla capacidadde adherenciade 5. mutans

.

* RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO “IN VIVO”.

3.1. PESO

En el estudio llevado a cabo con ratas Wistar, el consumode las dietas

originó algunasvariacionesenelpeso, perono suficientementerepresentativascomo

para quese viera afectadasusalud.

En cada uno de los gruposde ratas ensayadassecalculó la media (x) de los

pesosobtenidos y el error standard (ee) con el fin de estudiar las posibles

mod<flcaciones<tabla 7).

El aportede la dieta “1<2000” y “fibra Gwar” “ad libitum” no supusoninguna

alteración en el pesodel animal> como sepudo comprobara lo largo de los dos

controlesperiódicosque mostraroncomo resultadofinal un aumentode peso.

Respectoa los tratamientosfluorados, tanto en la forma de aguafluorada

como de barnicesse observóuna disminucióndepeso,aunquesolo cuandosead-

ministraron conjuntamentecon la dieta “1<2000”.

Losresultadosrelacionadosconelpesoobtenidoen cadagrupo experimental,
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seencuentranreflejadosen laflg. 14, señalandoelprimer control (Cl) a los 45 días

y el segundocontrol (C2) a los 90 días.

3.2. RECUENTOS MICROBIOLOGICOS EN SALíVA.

En este estudio se ha valorado mediante un estudio microbiológico la

influenciade una dietapresumiblementecariogénica, asícomo la accióndelflúor

suministradopordos víasdistimasy elposibledesarrollode lesionesdentalessobre

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

Las gráficasque a continuaciónexponemosrepresentanel númerode ratas

=15) y los recuentosde 5. mutansy Lactobacillusobtenidosen cada grupo

experimental.

En la figura 15 representamosla relación existenteentre la dieta y la

presenciade 5. mutaus,siendode0-10¿¿fr/mlel valor alcanzadopor el control en

el mayor númerode casos;con la dieta “1<2000» esde i0”-1O~ ufc/ml valor más

elevadoque con la “fibra Gwar” cuya medida másfrecuenteestaentre 1C$ .10?

¿¿fc/ml. Estosvalores se incrementanen la segundatomade ambasdietasmientras

quesemantienenaproximadamenteigual en el casodel grupo control.

Esdecir, 5. mutanscreceindependientementedelasdietassuplementadascon

hidratos de carbono, comosucedeen el grupo control quefue alimentadosólocon

dietademantenimiento>aunqueel recuentoobtenidojite muchomásbajo en relación

con las otras dos dietas.

En lafigura 16, vemosla relaciónentredieta “1<2000 “-flúor ycrecimientode

5. mutaus, observándoseuna clara disminución de éste con los tratamientos
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fluoradosya quefrente al recuentode io~-iO’ ¿¿fc/mí, valor másfrecuentemente

obtenidocon la dieta “¡<2000”, éstamismaasociadacon un tratamientode agua

fluorada disminuyeel valor hasta un total de 102-id ¿¿fc/mly másaún, alcanza

valores de 0-10 ¿¿fc/ml en el tratamiento con barnices de flúor, es decir

prácticamenteno sedetectael crecimientode 5. mutanscon esteúltimo.

En la figura 17> seapreciala relación existenteentre “fibra Gwar“-flúor y la

presenciade 5. mutansobservándosede nuevo una disminucióncuando la dieta

“Fibra Cwar” seasociaa los tratamientosfluorados;frentea un valor de ¡02-id

ufc/ml alcanzadoen las ratas alimentadassólo con dietafibra, sedetectóun valor

de 0-10 ufc/mlcon barnices,así com un valor mediodex = i.6xi02¿¿fc/mlen la

dieta asociadaa aguafluorada, aunqueexisteun intervalo de valoresmásamplio.

Hemosvisto que las dietas aportadastanto la dieta “1<2000” como la dieta

“fibra Gwar”, incrementanel recuento de £....w.yians. asimismoen el segundo

control realizadoa los 90 días, los tratamientosfluoradosaplicadosconjuntamente

conambasdietas,tambiénencontramosquese vaproduciendoun descensocadavez

mayor enel recuentode estaespeciebacteriana.

En la figura 18, representamosla relación entre la dieta y la aparición de

Lactobacillussmi. En el casodel control alcanzaun valor mediode 3. ixiO’ ufc/ml

similar a los encontradosconla dieta “1<2000’> que esde 5.3xi(Y ¿¿fc/mí,y la dieta

“fibra Gwar” x = 7.3x10’ ¿¿fr/ml existiendoun intervalo de valores muchomás

dispersoconestaúltima. A los 90 días,seconsiguenvaloressimilaresen el control

en relación conla primeratoma, mientrasqueen el casode las dietasse man¡fiesta

unpequeñoaumentosiendolos valoresmediosalcanzadosconla dieta jibra Gwar”

(2.lxiO4 ¿¿fr/mí)y con la dieta “¡<2000” (1.hia ¿¿fc/mí).

En la figura 19, se representala relación entre la dieta “K2000”-flúor y el

desarrollodeLactobacillusspp, observándosequeconambostratamientosdeflúor,
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en forma tópica (barnices) y en forma general (agua fluorada), a los 45 días

empiezana aparecer casosde ratas con recuentosbajos aunqueen general los

valores mediosde recuentocelular son similares respectodel control con dieta

“¡<2000v, siendoestosx = 1.6x11/¡¿fc/mly 4.6xlO ¿¿fc/mí,respectivamente.A los

90 días los valores aumentanhasta observarseratas con valores de 10~ ¡¿fr/ml

contrariamentea otros casosde ratas en que se daban valores muy bajos de

Lactobacillussrm

.

En la figura 20, representamosla relación dieta-flúoryel desarrollode esta

bacteria, en este caso dieta “fibra Gwar”; si comparamoslos valores medios

recogidoscon dichadietajunto a los tratamientosfluorados, sedetectaquefrente

ax = 7.2x10’ ufc/ml, valor mediode recuentoobtenidocon la dieta azucarada+

“fibra Gwar”, enel casode las aplicacionesconbarnicesy el tratamientoconagua

fluoradael resultadoessimilar conunosvaloresdex = 5x103¡¿fc/mlyx = 5x103

ufc/mlrespectivamente.En estecaso,a los 90 díasaparecíaun recuentomenorcon

ambostratamientoscomparadocon la dieta ‘fibra Gwar» sin flúor

Para compararlos resultadosobtenidosen esteestudioserealizó un análisis

de la varianza (ANOVA) queestudiael efectode un determinadofactor cualitativo

sobreuna variable; mediantela pruebade homogeneidadcomparamosla mediade

los grupos dos a dos y consideramosen todos los casoslos siguientesgrados de

sign~caciónestadísticafrente al control: p<0.05,p<aoi, p< 0.005...

Estadísticamentese compruebaque las djferenciashalladasen los recuentos

de S. mutanscon la dieta “1<2000” y “fibra Gwar”, repecto del control son

significativas con una p< aoooosy p< (201 respectivamente.Asimismo,entre

ambasdietaslos valoresde S.mutansobtenidosmuestrandwerenciassign<flcativas

con unap<UOS.

A los 3 meses,las d¿ferenciasencontradasentre la dieta “fibra Gwar” y el
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control aumentasu grado de sign~cación,pasandoa serp< aoooos (tabla 8).

En cuanto a los tratamientosfluorados, la administraciónconjuntode dieta

“¡<2000” conbarnicesdeflúoryaguafluorada, originanun descensoen el recuento

de 5. mutanr estadiferencia es altamentesignificativa, p< aoooos. Cuando la

dieta es con “fibra Gwar”, existentambiénd<ferencias estadísticasrespectodel

control,peroconunasign~caciónmenorcomparadaconla dieta “1<2000” (p < aoi
y p< 0.05, respectivamente).A los 90 días estas diferencias se hacen muy

sign<flcativas con la dieta “fibra CAvar” (p <0.00005),alcanzandoel mismogrado

de sign<flcación queel obtenidocon la dieta “¡<2000” a los 45 días. Segúnestose

compruebaqueel oponede ambasdietasal animalprovocaun aumentosignificativo

del recuentode £Á¡¡.yÁuns.

En relacióncon la otra bacteria estudiada,gen. Lactobacillussi comparamos

lasdietasconel control, el recuentoalcanzadoen ambasessimilar, no encontrando

desdeel puntode vista estadísticodiferenciassignjflcativas respectodel control, o

entre ambasdietas. Sin embargoa los 90 días con la jibra Gwar” seproduceun

pequeñoaumentoen el recuentocelular estadisticomentesignificativo,p< (A 05.

En las aplicacionesconflúor, sóloseapreciandiferenciassign(flcativasentre

los recuentos,cuandolas ratasrecibendieta “fibra Gwar” ypincelacionesconflúor,

p<0.01. A los 90 días> las d¿ferenciasestadísticasse hacenmássign¿flcativas con

dicha dieta, tantopara barnicescomopara aguafluorada, (p< a0005y p< 0.05

respectivamente)siendomayoren el casode aplicacionestópicasdeflúor (tabla 9).

3.3. EXAMEN CLINICO DE CARIES.

Realizamoscontrolesperiódicosa los45 y 90 díasen cadauno de los grupos
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En la tabla 10 figuran el número de ratas con caries (%) y los recuentos

salivaresde 5. mutoas,obtenidosen los distintostipos de tratamientosrespectodel

control. Nuestrasobservacionesmon¿fiestanla existenciade un alto númerode ratas

concañesen aquellosgrupostratadoscon ambostipos de dietas (“¡<20W” y “fibra

Gwar”) y que estas opacidadesse encuentrangeneralmenteen las caras oclusales

de los dientes.

En estaslesionesaparecidasa nivel macroscópico,simplementeobservamos

la destruccióna niveldelesmalte,aunqueno semanifestaronlesionesaparentesen

mucosasni en alveolos.A nivelde incisivosaparecíanmanchasblancasquepodían

corresponderconhipoplasias,esdecir, estadosclaramenteprecocesde una lesión

cañógenaposterior, en dondeempezaríana destruirse losprismasdel esmaltey a

separarselos espaciosinterpñsmáticos.

Comparandoambasdietas,seobservóqueaparecíanmáscaries con la dieta

“¡(2000” que con ‘fibra Gwar”, y con esta última se originan menos lesiones

patológicasaunquese aprecianmáslesionesprimarias denominadashipoplasiasó

principio de caries. El grupo control queJite alimentadocon dieta normal, solo se

dió un casoquetuviera caries a los 90 díasde tratamiento,mientrasqueel resto a

nivel macróscopicono manifestaronindicios de queestosprocesoscañógenosse

estuvierandando.Lostratamientosefectuadosconflúor, lograron una disminución

de estaslesiones,tantocondieta “1<2000” comocon ‘fibra Gwar”; incluso a los 90

días,en el casode barnicesfluoradoscon la dieta “1<2000”, la mayoríade las ratas

presentóuna ausenciatotal de cañes.

Comparandocon los casosanteriores,sevió una respuestapatológicade las

mucosasa los tratamientos tópicos con barnices. Aparecieron lesiones en las

mucosasde carácter quelantejunto a manchasamarillentas,que correspondena

fluorosis, másacentuadasen incisivos como se vé en la foto n0 3 y marcas de

recalcWcación(segúnsecomprobóen el estudiohistológico). Contrariamentea estos
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Por último hemosde señalar que hemosobtenidocapas de remineralización

queseextendíandeprofundidada superficieen los tratamientosllevadosa cabocon

aguafluoraday tratamientostópicosconbarnices,segúnse observaen la foto n0

4, si bien en estosúltimossonmásevidentescon la ausenciatotalde la placa bac-

terianae inclusodesapariciónde las lesionespor apósitodecalcio en lasfisurasde

las carasoclusales,que se manifestaban“de visu”.

3.4. REL4ClON MICROORGANJSMO-CARlES.

Secompararonlos recuentosbacterianosobtenidosen salivo y el númerode

casosquedesarrollaronlesionescariógenaspara versi existíaalgunarelaciónentre

ambas variables. En las tablas 10 y 11, figura el número de caries (%) que

correspondenal númerode ratas que desarrollaron caries en relación con el total

de ratas Wistar muestreadas(n= 15) a partir de al menos uno manifestación

cariógenaen alguno de susdientesy la mediade los recuentosbacterianos,tanto

de S.mutanscomode Lactobacillussi> respectivamente,en cadagrupoexperimen-

tal. En relación con los gruposde dietas “¡<2000” y ‘fibra Gwar” coincidenaltos

recuentosde S.mutanscon un elevadonúmerode ratas con caries, acentuándose

este incremento en el segundoperiodo de muestra como sucede con la dieta

“1<20W”, en quecasiel 100% de las ratasposeendientesconcaries. En los grupos

tratadosconflúor, losvalores obtenidostantode ratascon lesionescomo de recuen-

tos bacterianos en salivo disminuyen considerablemente.Cuando el flúor se

administrocomobarnicesjunto a la dieta “fibra Gwar” y “¡<2000” , seproduceuna

reducciónde la caries del 93%-96% respectivamente.

Respectoal géneroLactobacillusy en relación con las dietas administradas,

vemosrecuentoscelulares menoresen número que aquellos encontradoscon 5

.

mutansaunquetambiénrelativamentealtos quecoincidenconun altoporcentajede
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ratas con cañes,aumentandoprogresivamenteambasvariableshasta los 90 días

valorados. Curiosamenteen los tratamientosfluorados,mientraslos casosde caries

descienden,los recuentosde Loctobacillusobtenidosen salivo semantienen; a los

3 mesesdespuésde ser tratado el grupo con dieta “¡<2000” y flúor el recuento

bacteriano aumentamientras que el númerode ratas con lesionescariógenas

disminuye.

Estadisticomentevaloramossi había alguna correlación entre númerode

microorganismosen saliva y la incidenciade cañesen ratas; para ello ucilizoinos

dos testsde correlación: test ¡<endalí y test Pearson, que calculan un coeficienten

de correlación(r) entreambosparámetrosy un valordeprobabilidad(p); en nuestro

estudio consideramoscomo grado de sign¿flcación en todos los casosp< 0.05.

Comprobamosqueexisteun valor de correlación sign¿flcativoentre 5. mutansen

salivoy ratasconlesionescariógenassegúnamboscoeficientes;en todoslos grupos

había un grado de sign<flcación muy alto siendodébil cuandoel aportedeflúor se

asocioa la dieta ‘fibra Gwar” aabla 12). En el casode Lactobacillussi>, los dos

coeficientesindican correlación entre ambasvariables con valores muy altos de

significación con dieta “¡(2000” y ‘fibra CAvar” (p<O.OS). En cambio en los

tratamientosconflúor, la ‘fibra Gwar” muestragrados de sign¿flcacióndébiles,

p<O.O3,p< 0.01, mientrasquecon la dieta “¡<2000” seobservaquelacorrelación

no essignificativa.
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Figura 2. Curva de crecimiento bacteriano de S. mutansATCC25175en

cinco caldosde cultivo.
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Figura 3. Recuentoscelulares de 5. mutansATCC25175en tres mediosde

cultivo.
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Figura 8. Recuentoscelularesde £ mutonsATCC25175a pH distintos.



IntN-4InCMuuk‘.4EC
j

b
e

u‘-4k

+
1

¡
Ii

1
1

+
+

+
+

+

+
1

I~
I

t
1+

+

N-4u1

E,CaE

E4’CaEt

1
4’

4
’

~
E

.S
.E

E
~

E
4

’

u
Ce,

u



E.tz
-a1..

‘aEt-at-a

N•‘1~

++++++“.4

“.4

E.4‘1
<~‘1

E

t-at:2t-“4t



Tabla 3. Determinaciónde glucanoinsolubleproducidopor &.muLa¿u a

diferentesconcentracionesde sacarosa.

CANTIDAD DE

AZUCAR<’>

5. mutans ATCC 25175

COJA> PRODUCCIONDE GLUCANO

CONTROL 0.01

1% 0.09 +

5% 0.15 ++

10% 0.40 ++

<‘> Sacarosa(96)
<~> COD = valor de D. O corregida

CANTIDAD DE

SACAROSA

PRODUCCIONDE GLUCANO DE 5. mutans(a=30)

GRUPO t’> GRUPOIr> GRUPOIIP>

CONTROL

1%

5%

10%

0%<~’ 0% 0%

10% 20% 20%

30% 60% 40%

70% 80% 60%

Cepasbacterianasprocedentesdel grupo controlde ratasn=10

<~> Cepasbacterianasprocedentesdelgrupo de dieta “1<20W” n=10
<3> Cepasbacterianasdel grupo “Fibra Gwar” n=10
<4> Porcentajede cepasproductoresde glucano.
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Figura 9. Curvo de letalidad defluoruro sódico (NaF) frente a 5. mutans
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Tabla 4. Efectodelfluoruro sódico en la caídadepH de 5. mutansATCC25175

a diferentesconcentracionesde azúcar

AZUCAR CONCENTRAClON

DE FLUOR

pH INICIAL pH FINAL

GLUCOSA 1% 70 5.0

GLUCOSA 1% 128 mg/L 70 6.5

GLUCOSA 10% 70 4.5

GLUCOSA 10% 128 mg/L 70 6.5



LOG UFO/mí

TIEMPO <HORAS>

CONTROLpH 6.5 ± NaF CMI + pH 6.5

—*-- CONTROL CMI FLUOR

Figura 12. Efectodelfluoruro sódico(NaF) apH 6.5 en el crecimientode 5

.
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Tabla 5. Efectode concentracionessubinhibitoñasdelfluoruro sódico (NaF) en la

agregaciónde &rny.w.ns ATCC 25175.

CMI (%) GRADO DE COAGREGAClON

100 ++

50 ++

25 ++

12.5 ++

6.25 ++

Tabla 6. Efectode concentracionessubinhibitoñasdefluoruro sódico (NaF) en la

producciónde glucanode £ mutansATCC23175.

CMI (%) COD PRODUCCIONGLUCANO

100 0.02

50 0.13 +

25 015 ++

12.5 0.29 + +

6.25 0.44 + +
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6.1. PRUEBAS REALIZADAS CON AZUCARES.

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la acidogenicidadque

provocanen el mediovarios azúcares;estefenómenosecalculó, midiendolo caída

de pH que origina cada uno de ellos en un medio inoculado con 5. mutausy

sometidoa condiciones limites de azúcar. Esta curva de pH se ha usado en

anteriores investigacionespara evaluar el potencial cariogénico de dfferentes

carbohidratos(17,258), en estecasoutilizando una suspensiónbacterianaenfase

logarítmicade crecimiento.

Losresultadosdelestudioreflejan el importantepapelquedesempeflan tanto

la glucosa como la sacarosa y fundamentalmenteeste último en los procesos

patológicos de la boca; por un lado, debido a lo gran capacidad de este

microorganismoparafermentardichosazúcares,hechoquesemuestraconlos altos

valoresde recuentocelular alcanzados,indicadoresde un buencrecimientoy por

otro lado, la fuerte acidificaciónque provocanen el medio, siendoellos los que

originan el mayordescensodepH con valores alrededorde 5.0 - 5.2.

Sepuededecirque la acidjflcacióndel mediorespondesolamentea la acción

de 5. mutanssobreestosazúcares,ya quepreviamenteseagotóelposiblealmacén

endógenode polisacáridos intracelulares, mediantepasessucesivosa medio sin

azúcar (258).

Estosvalores coincidencon lospH obtenidospor YAMAMOTOy col. 1988

(258), en quetanto un azúcarcomoel otro dabanlospH másbojos en relación con

otros carbohidratosy en cuanto que obtuvieron un pH ligeramentemenor con

glucosaqueconsacarosa,empleandouna suspensióncelular de S. mutaus.Dada

la gran afinidad que tiene esta especiepor la sacarosa, esperamosque dicho
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sustratofuera el azúcar másacidogénico,sin embargo la glucosaprovocó una

bajada depH ligeramentemayor.

Otro azúcarusadocomofuentede carbonofuela lactosa;sorprendentemente,

los resultadosobtenidoscon este azúcar sugirieron, quese trata de un sustrato

considerablementemenos acidogénico que otros de los azúcares ensayados.

YAMADAy col. 1980 (256) estudiaronla acidogenicidadqueprovocabala lactosa

en la placadentalhwnanausandoparatalfin un electrododepH; comprobaronque

la bajadadepHcomo consecuenciade la fermentaciónde la lactosa,esmenorque

con otrosazúcaressiendosupHfinal 6.2, valor muysimilaral obtenidoen nuestro

ensayo.

Ademásde los azúcares mencionados,se evaluó como contribuyó a la

acidificación del medio, el aporte de dos polioles: xilitol y sorbitol. Segúnesta

investigación,la presenciade 1 % de xilitol en el mediode cultivo, provocó una

inhibición del crecimientode esta bacteria, mientras que con el sorbitol apenas

manifestócrecimiento.

La sensibilidadque man¡fiestanlos estreptococosfrente al xilitol, sepodría

explicarde dosformas. Por un lado, estainhibición se traduceen una demorapor

alcanzar la faseestacionariade crecimientoypor otra, seha visto quealgunosde

ellosquenopuedenalcanzarlafaseestacionariadelcultivo control (4,237,214).En

este caso, el cultivo puro de 5. mutans ATCC 25175, no alcanzó la fase

estacionariadel cultivo control durante las 12 horas de estudioen presenciade

xilitol; estosdatoscoincidencon los de SODERLINGy coL, 1989 (215) respecto

de un control de célulascultivadasen ausenciade glucosa.Su ensayomostróuna

inhibición celularde aproximadamenteun 50 % respectodel control, aunqueseha

vistoen otros estudiosqueenpresenciade altas concentracionesdexilitol (5 96) la

inhibición esde un 85 96 (237).
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El mecanismopor el cual seproduceestefenómenotiene lugar, cuando el

xilitol setransportoal interior de la célulamedianteunafosfoenolpiruvoto (PEP)

dependientede un sistemafructosafosfotransferasa(PTS) (8,216). El xilitol-5-P

formado, queestóxico, es el responsablede la inhibición de la bacteria (4,6,233).

En cuanto al sorbitol, dada su estructura cíclica de 5 átomos de carbono es

extremadamenteestable,y la bacteria sólo es capazde metabolizarlodébilmente.

Esto lleva a queseproduzcauna bajada mínima dePH en el medio, ya que no

produceapenasacidosluegoambosseránpotencialmentemenoscariogénicosque

otros azucares.

En general,los efectosmásimportantesquesehan demostradodelxilitol en

la flora oral, incluyen un descensoen la cantidady acidogenicidadde la placa,

cambiosen los componentesquímicosde la mismay uno reducciónenel nivelde S

.

mutausenpíacay saliva (7,217,250),ya quecomoseha visto estepoliol inhibeel

crecimiento de esta bacteria que no puede usarlo como sustrato (5,238). Otros

autoreshanmostradoen estudiosllevadosa cabo en animalesy en el hombreque

el xilitol es anticañogénicoy que susefectosdependende la dosisy frecuenciade

administración(JO).

Respectoa los resultadosobtenidossobre la acidogenicidaddel xilitol y

sorbitol, se vioqueambosproducenun descensodepH en el mediomínimo,lo que

nospermitedecir queambossonpocoacidogénicos,en cualquiercaso, la caídade

pH consorbitol y xilitol es siempremenorque con glucosa.Estos datoscoinciden

con los hallazgosde HAVENAÁR(108) que trabajó consuspensionescelularesde

S. mutansen mediosqueconteníansorbitol. Son asimismocomparablescon los

obtenidospor BIRKHED (18),quienposteriormenteen 1983 (92), estudióefectodel

xilitol y sorbitolsobrelaformaciónde la placaen el hombre,observandoqueambos

producenun valor depHmayory menorproducciónde ácidos (192).

Un estudio llevado a cabo por KALFAS y col. 1990 (120) pretendió
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determinarla producciónde ácidosdel sorbitoly glucosaensuspensionescelulares

de 5. mutans. Para ello analizó losproductosmetabólicosfinalesobtenidosen los

filtros dedichasuspensión;éste revelóen todaslas cepasexaminadas,laformación

de unacantidadtotaldeácidomenorconsorbitolqueconglucosa.Asípor ejemplo,

mientras que la glucosafermentadadaba principalmenteácido láctico, en la

degradacióndelsorbitol sólosedetectaronbojasconcentracionesde esteácido. Por

consiguientelo composicióndeproductosmetabólicosfinalesformadosa partir del

poliol, secaracterizaporpresentaruna menorcantidaddeácidosorgánicosfuertes:

fórmico y láctico.

Finalmentey en relación con los resultadosobtenidossepuededestacarla

escasaacidogenicidadque presentanen el mediode cultivo y la inhibición que

originan en el crecimientode5. mutans.Estosugierela propuestade considerara

estosazúcarescomoagentespreventivosde lo cariesypor tantopodríanservirpara

administrarlosen dietas comoposiblessustitutosde otros azúcares,ya queal ser

potencialmentemenos cariogénicos, crearían situacionesmenospatológicas en

relación conel procesoinfecciosode la caries dental.

Se ha visto cuando sometimosel crecimiento de S. mutans a medios

enriquecidosconestosdosazúcares,quetanto la sacarosacomo la glucosapermiten

un crecimiento excelentede esta bacteria. No obstante, las concentracionesde

azúcar o que se enfrento dicha especieen el ambienteoral son muy variadas,

dependiendodel consumode hidratos de carbono; es decir, existenperíodosde

aportes ricos en carbohidratos(34) y momentosen queel azúcarseencuentraen

cantidadesmuybajas, como esentrecomidas.

Contalfin seevaluó,que grado de acidificaciónalcanzaríael mediocuando

5. mutanscrece en situacionesde alta y baja concentraciónde azúcar. Nuestros

resultados reflejaron cómo el medio que estaba enriquecido con azucar

proporcionabapH másbojos que cuandoésteescaseabaen él.
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La aplicaciónquesepuededara estehecho,esquecuandola bacteriacrece

en ambientespobresen azúcar, lo que hacees degradariopor la ruta glicolitica.

formando como principalesproductos de fermentaciónácido fórmico, acético y

etanolqueson relativamentemenosacidogénicos,alcanzandovalores depHde5.0-

5.2; sinembargonoformaácido láctico a pesardetenerla lactato deshidrogenasa

que es una enzima constitutiva. El no funcionamientode la mismasedebeo que

dependeabsolutamentedefructosa1,6 bifosfatoparaactivarse,ya que conniveles

extracelularesbajosde azúcarel depósitointracelular defructosa1,6 bifosfatoes

demasiadoescasopara activarse la enzima.

Sin embargo expuesto a altas concentracionesde azúcar los niveles

intracelularesdefructosa1,6bifosfatoaumentan,estoeslo quemotivala activación

de la lactatodeshidrogenasaobteniéndoseen éstecasoácido lácticocomoprinc4oal

productodefermentaciónde estabacteria. Por tanto, el ácidoláctico elaboradopor

5. mutans o partir de la glucosa y de la sacarosa provocaría una mayor

acidogenicidad del medio, contribuyendo en mayor medida a una acción

potencialmentemáscariogénica sobre el esmaltedental. SegúnGEDDES (79) y

CARLSSON(33) estefrnómenoobservado“in vitro”, puedeserunade losposibles

consecuenciasque se dan en el hábitat oral cuandose consumendietas ricas en

hidratosde carbonocon cienofrecuencia.

Una característicacrucial de las bacteriascariogénicasesseracidúricas, es

decir la capacidadde estos microorganismospara fermentarazúcares,crecer y

sobrevivir en un ambienteácido durante largos períodosde tiempo.

Existenvariassituacionesen el hábitatoral queconllevancambiosambientales

de pH. Sabemosque el pH de la placa dentalpuede alcanzar un valor de 4.0

durante el metabolismode carbohidratosypermanecera esteniveldurantemuchas

horas (202), e incluso en fisuras y lesionescariógenaspuede estar expuestaa

valorespor debajode estepH (57). EstedescensodelpH ambientalconstituyeun
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factor que afectaría al metabolismo y crecimiento de 5. mutans,por ello

examinamosla presiónselectivaque ejerceríanestoscambiosdepH.

Vimosanteriormentequeestemicroorganismoescapazde acidificar el medio

una vez que degrado la fuentehidrocarbonada.Esto se traduce en una lema y

progresivacaídadepHque no perturbo el crecimientode la bacteria.Sin embargo

en la placapuedesuceder,una rápidaydrásticareduccióndep8comoes, seguido

de un consumode azúcaren que el pH cae rápidamentealrededorde un pH: 5.0

(222); luegoestudiarla capacidaddefermentarazúcaresa bajopH, sedaincluso

másimportanteque la acidificaciónqueprovocan en el medioa pH: 7.0.

Por esodeterminamoscomo influye estehecho,por un lado en la capacidad

de S. mutanspara creceren medioscon glucosaa diferentesvalores depHy por

otra analizamosel efectoque causaríauna caldarápida depH en la capacidadde

estabacteriapara sobreviviry desarrollarse.

En el trabajo se empleóun inóculo enfaselogarítmica de crecimientoque

sometimosa diferentespH. La elecciónde los mismosfue en basea los posibles

valoresdepH quesealcanza en boca: en estadode reposo,en estadometabólico

y en caso de una placa dental ácida (115). Según los resultados, el mayor

crecimiento de S. mutausse consiguea pH 70, seguidodel obtenidoa pH ácidos

como 5.0y 6.5 y manteniéndosela viabilidad celular en estadolatentea pH: 4.0;

sólo seproduce un descensoprogresivoa pH: 3.0. Comparandolos valores de

recuentocelular obtenidosen la primerashoras se observa, que el descensoes

progresivoa medidoque bojo el pH.

Esto nos hizo suponerque el crecimientode estaespecieno pareceajustarse

a una rápida reducción depR, esdecir la actividadmetabólicapara degradarel

azúcar se reduce ligeramenteen ambientesmásácidos, idea que coincidecon los

estudiosde KÁLFASy col. (120). Sinembargoen una situaciónposterior, aunque
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5. mutausdisminuyesucrecimientodespuésde sersometidoa un stress tal, como

es un cambiobrusco a un medio con pH ácido, cuando crece a pH 5.0 y 6.5

rápidamente vuelve a recuperar su crecimiento. Esta recuperaciónmuestra la

capacidadde estaespeciepara adaptarsea estosvaloresdepH. No sucedeasí, a

pH4.0en que la viabilidad celularpermaneceparalizada,aunqueello nospermite

comprobarque aún así es capaz de sobrevivir en un medio sometidoa tales

presiones.

Sededucede estosresultados,quedichoscambiosenelpHdelmediotienen

un efectopoconegativosobre5. mutans,yo queno seproduceuna eliminaciónde

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

relativamentealtos respectodel control, que manifestóel mayorcrecimiento.

Por lo tanto los resultados vistos en la figura 8, también observadosen

estudiosde crecimientocontinuoconquemostatos(21), sepodrían explicarenbase

a la capacidadque muestra5. mutanspara adaptarsea mediosdondeseproducen

fuertescaídasdepH y crecer bajo esascondiciones(218). Por consiguiente,esta

resistenciaa la acidez del medio es una característica que le aportaría grandes

ventajasdentrodela comunidadoralfrentea aquellasotrasbacteriasquenofueran

acidúricas (20). Esto sugiere que en la placa dental sólo las cepas con esta

propiedadseránseleccionadasen ecosistemasácidos, tales como lesionescariosas

yfisuras,por el contrario fluctuacionesnormalesdepH queseproduzcanen la

placanoproporcionarána estemicroorganismouna ventajadentrodelhábitatoraL

6.2. CAPACIDADDE AGREGAClON BACTERIANA.

Losmecanismospor los cualesaparecela infecciónen la bocasonmúltiples

pero quizás uno de los más importantessea la capacidadque presentanalgunas
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bacterias de agregarentre ellas (84,86), propiedadque les permite una mayor

colonizaciónde las superficiesdentales.5. mutanses elprincipal microorganismo

implicado en la patogénesis de la cañes dental y el estudio de su posible

coagregoción con otras especiesseria de gran importancia para un mayor

conocimientodelorigen de dicha infección (50).

Contalmotivo,esteestudioevaluóla coagregaciónqueexisteentre5. mutans

ATCC25175y otras bacteriasorales. Lasespeciesbacterianasqueseensayamos

procedían de individuos con infecciones orales (endodontitis, peñodontitis)

pertenecientesa varios géneroscomo: Bacteroides,Fusobacteñum,Lactobacillus

,

Actinomvces,otros estreptococos...,con el fin de observar el comportamientode

asociaciónbacterianaqueman<fiesta nuestraespeciecontrol en relaciónconvarios

de los microorganismosexistentesen el ecosistemaoral.

En los resultadosde este ensayo encontramosque 5. mutaus coagrega

fuertementecon Actinomvcesodontolvticus, Veillonella alcalescens,y algunas

especiesdelgéneroBacteroides.AutorescomoCISARy col. (37) establecieronque

existía uno coagregaciónpositiva entre algunascepasde 5. mutansy Actinomvces

j,pp,•posteriormente,KOLENBR.4NDERy col. 1983 (134) realizandoestudiosde

agregacionesbacterianasentre ambasespecies,llegaron a la misma conclusión

(136).

Si valoramos las consecuenciasque puedenderivar de las agregaciones

encontradasentre estas especies,veríamosque la posibilidadde 5. mutanspara

coagregar con Veillonella alcalescenspodríajugar un importante papel en lo

etiologíade la placadentaly enparticularenla etiologíade la caries;estabacteria

queseencuentrainvariablementeen boca y confrecuenciaen gran cantidad.no

puedemetabolizarlos carbohidratosy utiliza comofuentede energíametabolitos

intermedios tales con el ácido láctico (167). Autores como MIKX (172) y

posteriormenteVAN DER HOEVEN en 1978 (240), demostraronen estudiosde
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cultivoscontinuosmixtosconambasbacteriasqueel ácidoláctico generadodurante

el metabolismo de los carbohidratospor 5. mutoas (esta especie produce

predominantementelactato cuandoestáenpresenciade un excesode glucosa)era

utilizadopor Veillonella alcalescensparaformar ácidosdébilestales como acético

y propionato. Otros trabajos llevadosa cabo por MIKX (172) le permitieron

explicar, quemezclasdeambasespeciesinoculadasen ratasgnotobióticascausaban

menoscariesque aquellasinfectadassólopor 5. mutans

.

La unión de algunasespeciesde Bacteroidesa 5. mutans,segúnhemosvisto

en el ensayopodríafavorecerla continuidad de la infeccióndental, mediantela

unión de especiesde escasaadhesividada otras de alta, como es el caso de 5

.

mutans. Así algunas especies bacterianas incluidas en este estudio como

StreDtococcusson, Veillonella y Actinomvces,secaracterizanporquecolonizanla

cavidadoral en estadiostempranosy la unión de Bacteroidesa algunosde ellos,

podría ser responsablede la retención en la cavidad oral. KOLENBRANDERy

coL, 1985 (135) sugirió que P. loescheii podía actuar como puente en la

coagregación de múltiples especiesbacterianas como 5. sanguis, 5. mitis

,

Lactobacilluscasei,Actinomvces..

.

En nuestroestudio,dentrodel grupo debacilos gramnegativos,dosespecies

tienen la capacidad de coagregar con 5. mutans,que son P. loescheii y B

.

intermedius.Estoshallazgoscon P. loescheii estánde acuerdo con los resultados

obtenidosen estudiossimilaresde VAN WINHELHOFFy col. 1983 (246) y EKE

y col. 1989 (63).

Frente a 5. mutans también resultó positiva la coagregación con

Fusobacteñumnucleotum,aunqueen estecasola asociaciónexistenteera muydébil,

esdecir, segúnel criterio seguidoobservamosla formaciónde agregadospequeños

y unifonnesen suspensión.
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6.3. CAPACIDAD DE ADHESION.

Laformacióndeplaca bacteriana dentales un requisito indispensableen la

aparición de la cariesdental y para desorrollarse dichaplaca esfundamentalel

procesodeadhesiónmicrobiana(87). Intervienenen el mecanismoadhesivodiversos

elementosbacterianos y de la cavidad oral, aunque el factor etiológico

imprescindiblees el establecimientomicrobianomedianteel procesode adhesión

(176).

Asípues, dado la importancia que suponela producción de polisacáridos

extracelularescomoposiblemecanismode adherenciaen el desarrollo de lo placa

dentaly consecuentementeenel inicio de la caries, sepropusoestudiar “in vitro”

la capacidadadhesivade5. mutansmediantela determinaciónde la producciónde

“slime” ó capacidadde producir sustancio mucoide y la cantidad de glucano

producido,empleandopara ello dostécnicosdiferentes.

Se han utilizado varias pruebaspara estudiar la adhesiónbacteriana “in

vitro ti; la técnicaqueempleamosen esta investigaciónfuela deCHRISTENSENy

col. (48) utilizadaporesteautorpara Pseudomonassv.Modificamosestetest endos

aspectoscon elfin de obtenermejoresresultados.El mediode cultivo normalmente

utilizado enesteensayo,lo cambiamosporcaldo Wilkins-Chalgrenyaqueconseguía

un mejorcrecimientodela bacteria,asímismosustituimosel colorantesafraninapor

violeta genciana,ya quetenía mejory dabauna respuestamásevidente.

Normalmenteestas técnicaspara evaluar capacidadde adherencia,en su

mayoríaseaplican empleandocepasstandard de laboratorio, sin embargoseha

mencionadola posibilidadde que dichascepastenganunaspropiedadesadhesivas

diferentesde las quetendríanestasmismasbacterias “un vivo” estefue uno de los
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motivos que llevó a estudiar la capacidadadhesivade este microorganismo5

.

mutansATCC 25175y ademásexaminamosotro grupo de cepasde estamismo

especieprocedentesdela salivode ratasWistarutilizadasennuestromodeloanimal,

queseveríanafectadaspor los tratamientosa quefueronsometidosen susdietas.

De los resultadosobtenidosmedianteestatécnicadedujimospor un lado, que

el tiempode incubaciónóptimo necesariopara conseguiruna mayor adhesiónTMin

vitro ‘a, esde 48 horas en 5. mutansy de 24 horaspara LactobacillussD. CASAS

y col. 1989 (36) encontrarondatossimilares a éstos, al estudiar la adhesiónde

varios microorganismosorales al esmaltey otrosmaterialesde aso odontológico.

Ademásmediante ambastécnicas comprobamosque 5. mutausATCC 25175

presenta una gran capacidad adhesiva. Según la mayoría de los estudios, el

principal mecanismode adhesión en esta especie es debido a la sintesis de

polisacáridosextracelularesdel tipo mutanosy dextranosy enmenorgrado del tipo

fructanos (9). Asíde las 30 cepasexaminadas,la mayoríapresentaronuna elevada

capacidadparaproducir “slime ‘a.

Resultacurioso ver cómo, cuandoseponea incubar el inóculo en un caldo

cuyo sustrato azucaradoes la sacarosa, la producción de mucopolisacáridosse

manWestacomouna capocompactoquese disponeen la baseyparedesdelmatraz,

y queno sedesprendeni tan siquieraal agitarel medio.

También valoramos esta propiedad, con cepas de Lactobacillus sim. y

comprobamosque al contrario de lo que ocurre con 5. mutans, la capacidad

adhesivaparo estabacteria esmenor,ya queen 70% de los casos,no sedetectóla

presenciadepolisacáridosextracelulares.Estosdatos concuerdanconlos ofrecidos

por numerososautoresqueconsideranquelasbacteriasdelgen.Lactobacillustienen

poco poder de adherencialo que podría estaren relacióncon supoco capacidad

para producir PSE (87). La baja afinidad de estos microorganismospor las

superficiesdentales explicaría que su asociación con lesionescariosas se debe
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fundamentalmentea la posibilidadde ser “atrapados” deformapasivaen la matriz

de la placa ó a serretenidosdeforma mecánicaen surcosy fisuras (26).

Pese a que algunos trabajos experimentalesdemuestranel papel de otras

cepas,ademásde 5. mutansen el comienzode la caries (87), probablementesu

intervención en estos procesos, esté más en relación con un poder invasivo

secundario(150), encontrándoseconfrecuenciaen elfrente de avancede lesiones

cariógenas y en las infeccionesde canalesradiculares, como esel casodelgen.

Lactobacillus5D

.

La formación de glucanos insolubles en agua a partir de sacarosaes el

principalfactor determinantede la adhesiónde 5. mutausa las superficieslisas.

Para determinarlas cepasproductorasdeglucano,seeligió el ensayodeGHIONE

y coL 1985 (83)y descubrimosquela cantidaddeglucanoquepuedesintetizaresta

bacteria, iba aumentandoa medidaqueaumentabala concentraciónde la sacarosa.

Inclusoa concentracionesde azúcartan bajascomo es 1% de sedetectófácilmente

el glucanosintetizadopor la bacteria. Investigacionesrealizadaspor GHIONEy

col. le llevaron a conclusionessimilares. En basea esto podemosdecir que la

producciónde glucanodependede la concentraciónde sacarosaen el medio de

cultivo.

En relación con los estreptococosaisladosde las muestrasorales de ratas

Wistarpertenecientesa 5. mutans,tambiénsevio queeran capacesdeproducir

glucano,aumentandoéstea medidaquelo hacia la concentracióndesacarosa.Hay

que recordar que algunasde las cepasensayadasprocedende la salivo de ratas

sometidasa dietas ricas en sacarosa,y estonoshacepensarqueelmicroorganismo

disponede un almacénrico enpolisacañdosintracelulares.Al evaluarla producción

de polisacáridos, respectode LactobacillussD. vimos que apenasse detectaba

glucano, luego al contrario que con 5. mutanspodemos considerar a este

microorganismocomo malproductorde glucano.
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Los datos obtenidosse consiguierona partir de cepasque habían sufrido

subcultivosrepetidosen WC sin sacarosa,llevadosa cobo antesdel testya quesi

las bacterias sufrían subcultivosen medioscon sacarosa, los resultadospodían

modificarseal interferir la posiblereservadepolisocaridosintracelulares.

Seha visto que la capacidadde adherencia,mediadapor la producciónde

PSErepresentaventajaspara la bacteria,ya quela presenciadesacarosafavorece

la colonizaciónde superficiesdentalesy ademáspodríajugar un papel importante

en la microbiologíaoral> habidacuentaqueun alto grado de adherenciapermitiría

quela bacteria resistieramejorel efectode eliminacióncausadopor elfenómenode

aclaramientosalivar Podemosconsiderarque en todo esteprocesola sacarosaes

elprincipal sustratopromotordeldesencadenamientode estasreacciones.

Finalmente podemos decir que esta característica y la capacidad de

coagregacióncon otras bacterias son dos factoresde gran relevancia en la

formaciónde la placadental;estoimplica queen elprocesocañogénicoexistauna

adhesióndirecta al diente, ademásde una de tipo intermicrobiano.

6.4. ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA DEL FLUOR.

El flúor seha utilizado en numerosasocasionescomo tratamientopreventivo

de la cariesdental,aunquepocasinvestigacionesse han realizadoacercadelefecto

antibacterianoqueejercesobrealgunosmicroorganismosy en especialsuactividad

frente a 5. mutauscomo representanteetiológico de dicha infección.

Precisamentepor ello, uno de los objetivosdel estudiofueanalizar la acción

antimicrobianadelflúor sobreestabacteriayparaello, primeramentesedeterminó

el valor de la CMI delflúor, enforma defluoruro sódicofrente a un cultivo puro
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de 8. mutansATCC25175. Obtuvimosinhibición del crecimientoenpresenciade

unosnivelesdeflúor muyaltos, siendoel valor de CMI para estacepade ¡28 mg/l.

El valor de CMB es 4096mg/l., esdecir 32 vecesmayorqueel valor de la CML

condición que estableceDANKKERTy col. (52), para que un estreptococosea

tolerante, es decir que el antimicrobianoinhibo el crecimientopero no mote a la

bacteña.

Estosvalores guardancierta correlacióncon aquellosencontradospor KAY

Y WJLSON,1988 (123),quienesobtuvieronun valor mediodeCMl concompuestos

deflúor de 260mg/lfrente a cultivopurosde 40 cepasbacterianas,eliminandoel

100% de estasconun valor de CMI de 1040mg/l, mientrasqueotrosautorescomo

BULLOCR, 1989 (26) evaluaronefecto antibacteriano del flúor, frente a cepas

procedentesdeplaca subgingival,encontrandoun intervalo de valores de CMI de

130-1040mg/l, con un valor medio de 260 mg/l queproducía un 97.5% de

inhibición siendoel valor mediode CMI para 5. mutansNCTC10449de 512mg/l.

Estudiadala acción delflúor enfuncióndel tiempolos resultadosmostraron

que a la concentraciónde CMI seproduceuna inhibición en el crecimientode la

bacteria, alcanzandoa las primeras horas de aposición del flúor un rápido

descenso.Sinembargoesevidente,queseproduceuna supervivenciade mutans

enel cultivo comoconsecuenciade queuna vezelflúor eseliminado delmedioéste

serecuperonuevamentealcanzandoun elevadovalor de recuentoque nos indica el

efectobacteriostáticoque ejerceesteantimicrobianosobre5. mutaus

.

Algunosautores han comprobadoque 5. mutanses capaz de adaptar su

crecimientoenpresenciadeflúor, segúnseha vistoenotrosestudiosrealizados “fn

vitro” (100,162),e incluso con altos niveles de flúor como es con aplicaciones

tópicasen estudios“in vivo” (24). Asímismoseha demostradoen variasocasiones

unaadaptaciónde la bacteria al flúor en experimentosrealizados ‘Vn vúro” yque

generalmenteéstaesfenotípica,esdecirla bacteriapierdesuresistenciadespuésde

155



Discusión

eliminar elflúor de medio (100,223).

Una vez comprobada la actividad antimicrobiana del flúor frente a este

microorganismo, se evaluó el efecto que ejercen sobre la acción de este

antimicrobianodosfactoresquesedan enprocesoscariogénicos,comoesla bajada

depH delmedioy el acúmulode concentracionesaltas de azúcares(257).

Estudiadoel efectodelflúorenasociaciónconaltasconcentracionesde azúcar

ftO%), se observóqueal medir el pH del mediocuando éste contieneel flúor,

apenasexperimentabacambio algunofrente a unpH inicial de 7.0; seprodujo una

bajada a 6.5 mientrasqueel control libre deflúor descendióa 4.5, luego elflúor

inhibe la produccióncontinuade ácidosa partir de azúcares.

Estedescensode la acidezdel medio, lo han explicadoalgunosautorescomo

la accióndelflúorcuyomecanismodeactuaciónesinhibir la glicolisis, esdecir éste

actúasobrela enzimaenolasa, lo cualhaceque inhiba el procesodefermentación

de los azúcaresyportanto elimina la capacidadde lascélulasparaproducirácidos

a partir de glucosay sacarosa. Otros autorestambiénproponenque la accióndel

flúor disminuyeel crecimientode estabacteriacomo resultadode un descensoen la

biosintesisó enla captacióndelsustrajo,esdecir inhibeindirectamenteel transporte

de azúcaral reducir la capacidaddePEPpor lasPTSconductorasdecarbohidratos

(243).

Podemosdecir que cuandose administranazúcares tales como glucosay

sacarosa,aumentael recuentobacteriano de 5. mutansy se provoca una gran

bajadadelpH, generadopor el metabolismode estos carbohidratos,sin embargo

cuandoseadministraflúor éstereduceel crecimientocelular de S. mutansy cesa

la producciónde ácidos.

Al enfrentar 5. mutansa medios con varios pH ácidos unido a una
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concentracióndeflúor de 128 mg/l se vio, que ambosfactoresejercenuna acción

antimicrobianasobreestaespecie;secomprobóademáscomohechointeresanteque

el flúor es un inhibidor másfuerte a pH bajos respectodel control ya que la

combinaciónde ambosfactoresprovocauna inhibición del crecimientobacteriano

yde lo acidezdelmediomayorquecuandocadaunade estascondicionesseevalúan

individualmente respecto de sus controles. Estos resultados concuerdan con

IZ4GUIRRE 1989, (114) quiéncomprobócomo el descensocelular sefavorecía

cuandoelflúor se administrabaen mediosconpH bojo.

Hasta hacepoco secreía que PEP-PTSera el único sistemaqueoperabaen

las bacterias orales para el transponede carbohidratos. Sin embargo estudios

recientessugierenque existe un sistemade transponealternativo que operaría

principalmentea valores bojos de pH (247). Ademása pH intracelulares bajos

podrían inhibirse otras enzimasglicoliticas quedisminuyerala bajadadepHde la

especie(60).

Consideramosde particular interésque la acción bacteriostáticadelflúor se

vea influida por el pH del medio, idea que concuerdacon los resultados de

IIAMILTON YELLWOOD1978 (98)yposteriormentede IZAGUIRRE1989 (114)
quienesvieron que la inhibición de la producción de ácidos dependíadel pH

trabajandocon la cepa£ mutansIngbritt <82). El flúor puede actuar como un

conductordeprotonestransmenbranay de estaforma incrementarla sensibilidad

celular al ácido (15,61)e inhibir la captaciónde glucosa(56). La glicolisisparece

detenersea unpH quedependede la habilidad de la célulapara mantenerel pH

intracelular queapoyaríala actividadglicolitica; comoseha vistoen los resultados,

elflúor puedecomprometeresacapacidad(173).

La tolerancia de S. mutansa ácidos (100) y su capacidadpara adaptarsu

sistema glicolitico en estas situaciones de pH bojo (100) podía ser un factor

ecológicoclave para este microorganismoen ciertos hábitat de la superficie del
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diente.

Segúnseha vistoen estetrabajoaunquela actividadmetabólicade5. mutans

sedetienecuandocrece en ambientesácidosconflúor, posteriormenteserecupera

enmediolibre de esteagente(24).

En muchosecosistemasnaturalespuedendarsebajadasdepH duranteconos

períodosde tiempoqueproporcionenunafuertepresiónselectiva,un ejemplode una

situación asísepuededar en ausenciade saliva (23) ó con el aportedefuentes

exógenastales como ciertas comidasricas en hidratos de carbonoó bebidascomo

(jugo dezumodefrutascuyopHes2.8-3.0,demanzanapH: 2.9-3.3),~ sinembargo

5. mutansfrente a estosambientesácidosquetiendena eliminar a otras bacterias,

ella es capazde desarrollarse.

Ademásen este estudiose ha observadoque el flúor o concentraciones

subinhibitoñasaumentala produccióndeglucano, luego la adherenciamediadapor

polimerosextracelularesno es inhibida a estosvalores deflúor.

En relación con estos datos, SHJMURA Y ONJS? (211), llegaron a la

conclusión de que el flúor inhibe la formación de polisacáridos extracelulares

insolublesen agua de £...rngjp,.nsno afectandola síntesisdepolimerossolublesen

agua. Sin embargo otro autor como TREASURE, 1981 (234) mostró que la

formaciónde ‘aslime” aumentabaenpresenciadeflúor cuandola concentraciónde

éstees53 mg/l,produciéndoseun aumentotantode lospolimerossolublesen agua

como de polimerosde glucano. Esta idea tambiénestade acuerdocon los datos

obtenidospor GRIONEy col. 1985 (83).

A la visto de los resultados encontrados, éstos indican que la acción

antibacterianadelflúor quea concentracionessubinhibitoriasinducena la bacteria

a producir glucanoconstituyeun hecho que tiendea favorecerla adhesiónde la
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bacteria a la superficiedeldiente(242).

Analizadoslos resultadosobtenidossobreel efectodelflúor en la agregación

de 5. mutanscon otras especiesbacterianas se deduce que concentraciones

subiMibitorias deflúorno afectana la agregación,a diferenciade las observaciones

de GHIONE (83) quiénaveriguóquea estosvaloreselflúor escapazde inducir un

aumento en la agregación entre especies, aunque especifico que el grado de

asociacióndependede la cepay de la concentraciónde azúcar.

Finalmentepodemosdecir quedespuésde estudiar “in vitro” el efectodirecto

quecausaesteagenteantimicrobianofrente a S. mutanscomo bacteria implicada

en la génesisde la caries dental, los resultadosobtenidosmuestranqueel flúor

provoca lo inhibición de esta especie a altas concentracionesaunque no es

bactericiday además,actúa inhibiendola producciónde ácidos.

A pesarde los resultadosquese han aportado,hay que tener en cuentaque

este tipo de infección de naturalezapolimicrobiana, incluye un enormey variado

númerode bacteriasmuchasde las cualesintervienencomopatógenospotenciales;

estohacesuponerqueinvestigaciones‘Vn vitro” concultivospurosno seria deltodo

suficienteporqueno permitidaverla eficaciareal de esteagenteen las condiciones

quesedan “un vivos. Estesevería afectadapor una serie defactorescomo es su

degradaciónpor unao másespeciesen unapoblaciónmixta,posibleneutralización

por los componentesbacterianosde la placa ó componentesproducidos“in vivo” y

no “un vitro ‘a...

El estudio “in ‘a nosaportaconocimientossobreel modode actuaciónde

algunosde losparámetrospresentesen el ecosistemaoral como es la influenciade

azúcaresdela dieta, acidezdelmedio, altas concentracionesde azúcares,efectodel

flúor enel crecimientode£suyians,sin embargoéstetienesuslimitacionesya que

trabajamoscon célulasen suspensión,mientrasquela placadentales un “biofllm
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en crecimientoqueinteraccionoconel esmaltey enconsecuencia,el comportamiento

de la bacteria dentro de tal filtro puedediferenciarsedel que observamosen un

cultivo liquido homogéneo.Las bacterias dentro de la placa pueden cesar su

metabolismobajodeterminadascondicionesde “stress“, aunquepuedenpermanecer

en su hábitatfisicamenteprotegidaspor otrascélulasde la comunidad.Todo esto

nos llevó a desarrollar un estudioen un modeloanimal.

6.5 MODELOANiMAL.

La creaciónde estemodeloexperimentalpretendíaconseguirun procesode

naturalezacariogénica en la bocadel animal, en el cual se dieran conjuntamente

todoslosparámetrosestudiadosindividualmente“iii vitro “frente a 5. mutans.Esto

nos exigía la elecciónde un modeloanimal adecuado,así como la administración

de unasdietaspresumiblementecañogénicasqueindujeran talproceso.

ComoestablecióBOWEN(19),para comprenderla etiologíadela enfermedad

yobtenerun métodoefectivopara suprevención,senecesitaun modeloanimalbien

definido. Segúnesto, elegimosratas machovariedad Wistar albina por presentar

importantescualidadescomo es su gran docilidad, fácil manejo, buenataso de

crecimientopuestoquetienenun tiempode gestacióncorto (21 días),y ademásuna

alta longevidad, que hace de esta rata un modelo interesanteparo estudios

experimentalesa largo píazo, en nuestro caso tratamientosque seprolongaron

durante 3 meses.Ademáshay que tener en cuentaquees una de las cepasmás

antiguasutilizadasen el laboratorio, y que todaslas disciplinasde la investigación

médica la han incluido en susprotocolos.

Cumplesobretodo, unacaracterísticaimportanterelacionadaconsusdientes.

Estos,comolugar claveen elprocesoinfecciosopresentangransimilitudconlos del
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hombre,en cuantoqueposeensuperficiesdentalesfisuradasy lisos a diferenciade

otros roedorescomo el hámster,cuyosdientesestánesencialmentelibres defisuras

(124). En relación con el efectopatológicode la sacarosay la acciónretentivade

S. mutanses importanteque el modeloelegidoguarde la mayorsimilitud posible

conla situaciónrealy más,sisetrata de un experimentoimplicadoen la prevención

de la caries. No se incluyeronen el estudiolas hembras,debidoa las variablesque

pudierangenerarsepor influenciahormonal.

Las dietas que suministramosal animal, las elegimosporque contienenun

elevadoporcentajede hidratos de carbono. La dieta “1<2000” ha sidoampliamente

utilizada en la creaciónde modelosanimalespara el estudiode caries (127), sin

embargono ha sucedidoasí conla adición de ‘fibra Gwar” a dietas azucaradas,la

cual seleccionamospor serun hidrato de carbononofermentableque esaltamente

pegajosocuandosehumedece,deestamaneraseasemejaríamásal efectoproducido

por la mezclade sacarosay dealmidonesprocedentesde diversostipos de vegetales

y queaparecenfrecuentementeen la alimentación(72, 74).

Basándonosen la efectividadqueejercela sacarosafrentea S. mutons(datos

“in vitro ‘3 en comparacióncon otros azúcarescomo es mayor adherencia,buen

crecimientoy gran bajadadelpHdelmedio,seleccionamospara estemodelodietas

en cuya composiciónestuviera este azucaren un alto porcentaje. Segúnvados

estudios,los recuentosde estaespecieeranmáselevadosendietascon sacarosaque

aquellas con glucosa en la placa dental. El efectopotente de la sacarosaestá

relacionadocon la síntesisde glucanosque se requierepara lo formacióntenazde

placa. Estasventajascolocan a 5. mutansen unasituaciónprivilegiadaparacrecer

y establecerseen la zona.

La mayoríade los autores no han descrito ningunaalteración en el estado

nutricional e inmunológicode los animalestratadoscon estos tipos de dietas. Sin

embargo,se ha sugerido en algunostrabajos,que la dieta “1<2000” podía reducir
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el crecimiento corporal de los animales debido a un posible estado de

subolimenzaciónque influiría en una reduccióndelpesode las glándulassalivares

yen el volumende la solivo. Estodaría lugar a un incrementoen la susceptibilidad

a la cañes, lo que inhabilitaría esta dieta como modelo para estudiossobre

cañogenicidad.

Estasafirmacionessehan basadopreferentementeen lo comparacióndelpeso

de los animales estudiadosy parece deberse a la pauta de alimentación que

utilizaron (cantidadde alimentosyfrecuenciade alimentación) (74), puestoque

algunosestudiosquehanevaluadoestaposibilidadhandemostradoque los animales

alimentadoscondieta “1<2000”, cuandoéstasesuministra“ad libitum “, no presenta

ningúnproblemanutricional (59,177). Otros autores en experimentosrealizados

comparandola dieta ‘7<2000” frente a diversas dietas suministradascon sondo

gástrica, restan importancia al papel de la dieta en la producción de caries,

indicando que la etiología de esta infección esprincipalmenteel resultado de la

interacciónlocal entrelas bacteriasy la dietasobreunasuperficiedentalsusceptible

(19).

En esteestudio, el aportede estasdietas “ad libitum” no supusoalteración

alguna en el pesodel animal, comose comprobóa lo largo de los dos controles

periódicos,durantelos cualesel pesoestabadentrode unosintervalosfisiológicos

normales.Losresultadosmuestranun aumentodepeso, lo cual indica queel animal

consumebien la dieta administraday que estoscambiosen la dieta no afectana su

normal crecimientoy desarrollo, ya que todas las ratasgozan de buenasalud. Se

trata pues,de dietas aptas comooponealimenticio.

Pesea haberobtenidoen nuestrosresultadosexperimentalesun crecimiento

normal,preferimosrealizar un estudioquecomparasetoda una seriedeparámetros

bioquímicosrelacionadoscon el estadode salud generaldel animal (datos no

mostrados).Comprobamosno sóloel que las dietas no influyenostensiblementeen
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dicho estado,sino tambiénque los distintos tipos de tratamientosrealizadosa las

concentracionesusadasde flúor, que posteriormentediscutiremos, tampoco le

afectabanconsiderablemente.

6.6. EXAMEN MICROBIOLOGICO Y TECNICA DE PROCESAMIENTO.

El llevar acaboun examenmicrobiológicoen la bocadelanimal, nospermitió

evaluarel efectoque causael aportede dietas ricas en hidratos de carbono sobre

importantesmicroorganismos.Lasbacteriaselegidasennuestrainvestigaciónfueron

dos microorganismos estrechamente relacionados con la caries, que son

Strentococcusmutansy Lactobacillussrm. Losrecuentosobtenidosde 5. mutausen

las muestrasde salivo serviríanpara evaluar, por un lado la influencia de dietas

ricas en hidratos de carbonosobre su desarrollo en el hábitat oral, así comola

acciónantimicrobianadelflúor, ypor otro ladopara establecerla posiblerelación

existentecon la incidencia de caries, ya que se considera el agenteetiológico

principal implicado en el desarrollo de caries dentalsobre el quehemoscentrado

nuestrainvestigación.Ademásvaloramoslos recuentosde Lactobacillussonpara

compararla respuestade ambosmicroorganismos.

Es de sumaimportanciaconseguiraislar la bacteria de su hábitat, para lo

cual elegimosmuestrasdesalivo (147),pordosmotivosprincipalmente:unoporque

eselfluido quebono toda la superficiedental, luego es el principal reservoñopara

detectarestos microorganismosy ademásporque numerososautores han utilizado

estamuestrapara estudiosde caries, dado el elevadonúmero de 5. mutoasy

Lactobacillusson quecontiene (78), es más, la salivo se toma comomuestraen

individuosconfactor de riesgopara realizar los testsde control de caries (207).

Otroprocedimientousadoa menudoenestimacionesde gradode infecciónpor
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5. mutoas,estomar muestradeplaca dental que determinala forma localizada

según la cual estabacteria colonizo los dientes,pero esto no formabaparte de

nuestroestudio. Lasmuestrasdeplaca de diferentesdientespuedenmostrarmuy

diferentesvariacionesen sus contenidosbacterianos,mientras que un recuento

generalnospermite conocerla existenciade 5. mutansen boca. No nos interesó

tanto en un principio, la localización en el diente como el poder detectar la

presenciade 5. mutans

.

Las muestrasde saliva se recogieron a la mismahora, segúnlos días de

muestreopara cometerel menorerrorposible,aunquesegúnMATEE, en un estudio

epidemiológicoque realizó en hwnanosdijo queno habíadiferenciasenel recuento

de 5. mutansa partir de muestrasde salivo, entre mañanay tarde (166).

Se consideramásfiable la muestracuandoseda a mascarparafina, ya que

estofavorecela liberaciónde bacteriasde los dientes,sin embargofueimposiblede

realizar en nuestromodeloanimal.

MedimoselpHsalivary obtuvimosuna mediadepH: 8.0 - 8.5, valor queno

concuerdacon esteambienteque sesuponees altamenteácido;probablementeel

resultado obtenidose deboa queno se midió el pH en cada diente, sino quese

valoró a partir de la salivo, fluido que por si mismo actúa como tampón

neutralizandola bajadadepH (77).

Conelfin de obtenerel recuentocelular de 5. mutansduranteel seguimiento

de estemodeloexperimental,necesitamosbuscaruno técnicadeprocesamientode

muestroe ident<ficaciónfiable que diesebuenosresultados, considerandocomo

posibleserroresdel método,las variacionesen el númerode bacteriasconel tiempo

y el mediode cultivo.

Nuestra idea era asegurar la capacidad de recuperación de este
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microorganismo,yaqueestaespeciesecaracterizaporprecisarde unascondiciones

muyespecíficaspara poderdesarrollarse. Esto nosplanteógravesproblemasque

nos llevaron a hacerestudioscomparativosde mediosy ambientesfavorablespara

sucrecimiento,como vimosen el estudio “in vitro”. Setrata de una bacteriadilicil

de recuperarde la muestrasi no empleamosun mediomuyselectivo,y ademástiene

el inconvenientede quemuto congranfacilidad, adquiriendoestadosmorfológicos

muydiversos.

Realizamoslosprimerosensayospreliminarescon el grupo controly asamos

2 mediosselectivospara el aislamientode 5. mutansde las muestras:el agarMSB

(89) el cual es usado en la mayoría de los laboratorios y Mitis salivañus.Los

resultadosque encontramosmostraronque en MS se recuperabanmás coloniasde

5. mutausque en MSB, y que es medianamenteselectivo,porque crecen otras

especiesademásde estemicroorganismo.

Comparandoplacas de ambosmedios, aparecieron algunas de MS con

crecimientoy otrasde MSBincubadasconla mismamuestro,sin él. Esposibleque

la explicaciónradique en que algunas ratas tuvieran este microorganismoen un

númerotan bojo que no erandetectadasen la muestrade salivo si no seempleaba

un buenmedio de cultivo, o tambiénpudiera ser que algunos animales tuvieran

cepasde 5. mutansque no crecenóptimamenteen el medioMSB. SegúnLITTLE

y col. (149) este medio es más inhibitorio y no permite el crecimiento de

determinadascepasdandopor tanto recuentosmás bajos.

Otrosautoressin embargo,opinanqueMSBes un medioaltamenteselectivo,

en el cual crecenpocas o ninguna otra especie, ademásde 5. mutansy que

desarrolla coloniasmás grandesy consistentes,idea que coincide con nuestros

resultados.En desacuerdocontodos,DUCHIN y VAN HOUTE (58) encontraron

queambosmediosson equivalentes.
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Segúnnuestrosexperimentos,MS recuperómayornúmerode coloniasde 5

.

mutaus(224),aunqueMSBpermitió un mejorcrecimientode la bacteria.Estehecho

hizo queeligiéramosMS como mediode cultivo para el estudioporquedetectaba

mejor la presenciade estemicroorganismoen la muestra, que es lo quefuimos

buscando.En cuanto al crecimiento de otras especiesen MS se solucionó, al

diferenciarlaspor estudiomorfológicode las coloniasbajo microscopio,apesarde

quede estamanerasehizomás costoso.

Aislamosambosmicroorganismosen númeroelevadode la casi totalidadde

los animalesexperimentados.Esta frecuencia tan alta de aislamiento,sepuede

aplicar enpartepor el uso de un mediode cultivo quedababuenosresultados,MS

ypor otra, graciasal uso de una técnicamuysensible,el métodode la microp¡~eta.

Se utilizó, ya que según WESTERGRENy KRASSE<251), este método está

diseñadopara detectarnivelesbajos de5. mutansen saliva (enalgúntratamiento

obtuvimosentre 40-100ufc/ml)y es muy eficientepara aislamientoen medioscon

agar.

Analizadoslos datosmicrobiológicos obtenidoscon ambasdietas pudimos

comprobarqueS.mutanscreceindependientementede lasdietassuplementadascon

hidratos de carbono, aunque los nivelesalcanzadospor estabacteria en las ratas

control sonmuchomásbojos, de lo cual sededucequees una especieintegrantede

la flora natural de la boca; ademásque las ratas sometidasa dieta “1<2000” y

“Fibra Gwar” con un alto contenidoen sacarosay enpanicular la dieta “1<2000”

con un 56% de esteazúcar, soportan recuentosmásaltos que el control (30).

Estasdietas ricas en hidratos de carbonoprovocan un considerableaumento

de esta especiebacteriana,probablementepor la alta cantidad de sacarosaque

tienen. Esteazúcaresel principalsustrajode estemicroorganismopor el quetiene

gran afinidad y facilidad para metabolizar, degrandándolopor vía glicolítica y

produciendoácidosquelibero al medio(163).En el experimento‘Vn vitro” también
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mostramosque S. mutansmetabolizafuertementeestesustrajo, resultandoser el

azúcarquemásbojo elpHdelmedioy conel queseobtieneun mayorcrecimiento.

La relaciónobtenidaentredietas ricas en hidratosdecarbonoy nivelesde5

.

mutoasen saliva, vienea estarde acuerdoconel trabajo deKRISTOFFERSONy

BIRKKRD ~41), quienesobservaronque seproducía una disminuciónde este

microorganismoen boca cuando disminuían los azúcaresen la dieta, según un

estudioqueabarcó un períodode 6 semanas.

Estadisticamentese comprobóque lasdiferenciasencontradasen el recuento

de 5. mutansobtenidoconla dieta “1<2000” y “Fibra Gwar” respectodelcontrol

son muy sign<flcativas con una p < aoooos y p < 0.01 respectivamente.Así

mismo,entre ambasdietas los nivelesde 5. mutanssontambiénsignificativamente

mayoresen la dieta “1<2000 ‘a con una p < 0.05, debiéndosequizásestapequeña

diferencia a que la dieta “1<2000” contiene una concentración de sacarosa

ligeramentemayor, lo quesupondríamayorelaboracióndepolímerosextracelulares

e intracelularesa partir de la sacarosaque utilizaría estemicroorganismoen su

crecimientoy adherenciaal esmaltedental.

Seesperabaque la adición de ‘fibra Gwar” a una dieta rica eñ sacarosa

mostrara mayores recuentosde 5. mutans en salivo, ya que segúh medidas

realizadas “in vivo” por otros autores (72) su aporteconducea una mayory más

duraderadisminucióndelpH de la placa dentalquela mismacantidadde sacarosa

como control. Ademásla “fibra Gwar” es muy adherentea nivel de las superficies

dentales, lo quepermitiría un mayor tiempo de permanenciade la sacarosaen

contactoconlosdientes.Estapequeñadiferenciaentreambasdietaspodríadeberse

a que la dieta ‘fibra Gwar” al seraltamentepegajosacuandosehumedecepuede

quefavorezcael flujo salivar awnentandola capacidadbuifer de la salivo lo que

eliminaría la acidezdel medioprovocadapor la degradaciónde la sacarosa.
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En relación con Lactobacillus so, según los datos del control vemosque

aparecennivelesaltos de estegénero bacterianoen el mediooral; si comparamos

ambasdietasconel control, el recuentoalcanzadoen todos los casosesáimilar, no

encontrándonosdesdeel puntode vista estadísticodiferenciassign<ficativasentre

ellos o respectodel control. Por ello, deducimosque estas dietas presuntamente

cañógenasnofavorecenespecialmenteeldesarrollodeestemicroorganismo,aunque

a los 90días,siproduceun pequeñoaumento,estadísticamentesign<ficativo con la

dieta “Fibra Gwar” (p <0.05). Según varios estudios la intervención de este

microorganismoen estosprocesos,estámásen relación conun poderde invasión

secundario, encontrándosecon frecuenciaen el frente de avance de lesiones

cariogénicasdada sucapacidadde resistenciasa mediosácidos (66).

Generalmentela administraciónde estasdietasseasocioconla inoculación

al animal de bacterias cariógenas,preferentemente5. mutoas, con lo que se

consigueuna alta producciónde cañes.El queen estetrabajo no procediéramosa

inocularningunabacteriasedebea queintentamoscrear un modelodecariesensus

estadosiniciales o intermedios,someterloa factorespresumiblementecariógenos,

como dietas con alta concentraciónde azúcary aplicar entoncestratamientosde

flúor, conel fin de estudiarla eficacia de éstesobreel desarrollo de 5. mutansy

la incidenciade caries cuandolo administramosconjuntamentecon la dieta (187);

así veríamosel papelque desempeñaesta especie,en un modelo ‘Vn vivo” que

englobo a los principalesfactorespotencialmentecañógenos.Esto está másde

acuerdo con un modelopreventivoque un modelocrónico, que es bastantemás

irreversibley sobreel quehabríaqueaplicar antimicrobianos.Por otro ladosetrata

de estudiarmomentostodavía reversiblesen la aparición delprocesocariogénico,

dado queéstosson los casosmásfrecuentes.

6.7. TRATAMIENTOS FLUORADOS.

Yaquenuestraideafueencaminadasiempre,haciala búsquedade un modelo
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quese aproximaraa una situación lo másrealposible, utilizamosdosmétodosde

aplicación delflúor que correspondencon dos de las formas máshabitualesde

administraresteagenteen el hombre.

* En cuantoalflúorpresenteen agua debebida,estemétodofuemuyutilizado

en campoñas realizadasen diversospaises.Como indicamosal principio, existen

múltiplestrabajos realizadostanto en roedorescomo en humanos,que demuestran

el efrcto cañostáticodelflúor cuandose añadeal agua de bebida (160).

En las etapasiniciales con estetipo de investigación,existenpocostrabajos

queutilizaran concentracionesdeflúor inferiores a 10 ppm quefueran capacesde

producir una disminuciónsign<flcativa del número de caries (219); se sabeque

concentracionesentre1 y5ppmreducensign<ficativamenteel númerode caries, sin

queseproduzcaunasign<ficativapérdida depeso(231). Por estemotivo elegimos

paranuestroestudiola concentraciónde4ppm,evitandoasíutilizar concentraciones

máselevadasquepudieranconducir a la presenciaconstantede concentraciones

apreciablesde flúor en sangre, ya que por encima de 0.3 ppm puede originar

trastornosmetabólicos(102,138).

* Por otro lado, el flúor presenteen barnices es otro método utilizado

frecuentementea nivelclínicoydelcualseha descritoqueproduceunasignificativa

disminucióndel númerode caries.

La eleccióndelDuraphatsedebepor un lado, a quesu utilizaciónen clínica

vieneproduciendodesdehacia varios años(205,131),habiéndosedescritoqueuna

aplicaciónsemestraldeDuraphatpuedeinclusoproduciruna reversiónde la caries,

sobretodo de las iniciales e intermedias,yporotro, a queactualmentesiguesiendo

ampliamente utilizado en diversos tipos de estudios experimentales

(54,128,175,206,208).
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La aplicacióna las ratasuna veza la semanadeDuraphatpuedeconsiderarse

equivalenteconrespectodelaspautasdecrecimientodelanimal,conunaaplicación

trimestral en un niño.

Cuandose les administró a las ratas los tratamientosfluorados, tanto en el

aguade bebidacomo a modode barnices,seobservóuna disminucióndelpesoen

la primerafase. Estefenómenoen las etapasmástempranos,sería explicablepor

el stress a que les somete el uso de tratamientos que exigen una continua

manipulación,siendoen etapasmásadultas (3 meses)menosvulnerablesa cualquier

tipo de tratamiento.A pesar de las modificacionesobservadas,estoscambiosno

comprometíanla salud generaldel animal.

Una vez elegimoslos tratamientosfluorados, uno de nuestrosobjetivosfue

valorar el efectoque causaban,en el recuentocelularde S. mutaus

.

En cuanto a los tratamientosfluorados, en la dieta “K2000” asociadaa

barnicesdeflúor, observamosun descensosignificativoen el recuentode5. mutans

con una p < a oooos. El efecto inhibidor del flúor como se sabe actúa sobre

procesosenzimáticosde las bacterias involucradas en el metabolismode los

azúcares,ademásejerce un papel de protección contra la desmineralizacióndel

dienteyposeela propiedadde inhibir la adherenciaal diente.En el tratamientocon

aguafluorada, seproduceuna disminuciónde 5. mutausen relación con la dieta

cañógena,aunqueno tan efectivacomo con barnices (p < 0.0001).

Una explicaciónposiblea éstamayorefectividadde los barnices,sedebaa

que al ser aplicados éstos directamente sobre el esmalte dental mediante

pincelociones,la concentraciónalcanzadaenflúor esmayorquela obtenidaconlo

delflúor administradoen agua de bebida. Ademássu acción es másduradera, ya

queel tiempode exposicióndel dientefrente a éstecompuestopasaa serde varios

minutos a varias horas, debidoa que aunquela aplicaciónse realiza durante un
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tiempolimitado, el barnizpresentala propiedaddeadheñrsea la superficie’dental

durantevariashoras.Estopermitequela concentracióndeflúor no sólo incremente

en el esmaltesinotambiénen la dentina,dondeseha descritoqueel enriquecimiento

enflúor puedellegar hastaunaprofundidadde 30g, alcanzandoincluso valoresde

1500ppm (186,236).

Con respecto a la dieta ‘fibra Gwar”, se observó que tambiénhabía un

descensoenel recuentodeestemicroorganismocuandolas rataseran tratadascon

flúor en forma de barnicesy en forma de aguafluorado con una disminución

signiflcativa dep < 0.01 y p < a os respectivamente.

Analizando el efecto que produce el flúor sobre bacterias del género

Lactobacillusseobservoque no seda una disminuciónsign¿flcativa en el recuento

bacterianocuandoseadministroconjuntamentecon la “dieta 1<2000”, soloa los90

díasy cuandoseadiciono “fibra Gwar” a la dieta, se manifiestaun descensoen la

población. HAMILTON en 1985 (101) estudió el comportamientode cepas de

Lactobacillussim. frente alflúor, observandoque eran menossensiblesa ésteque

5. mutaus.Asimismocomprobó “in vitro” quetanto5. mutanscomoLoctobacillus

son capacesde adaptarsu crecimientoen presenciadeflúor.

6.8. EXAMEN CLíNICO DE LA CARIES.

Desdeun puntode vista microscópico,estudiamosla histología de la lesión

paraversi losdatosmacroscópicosobservadosconlosdiferentestratamientostenían

relación con la lesión histológicay así ahondarensi sedesarrollabanprocesosde

recalcificaciónteniendoen cuenta que en las segundastomas aparecían menos

caries> cuandoseadministrabaflúor conjuntamentecondietas ricas en hidratosde

carbono, enparticular cuandosedabanbarnicesdeflúor con la dieta “1< 2000” y
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“fibra Gwar”, queprovocanuna reducciónde cariesdel96% y 92% a los 90 días

de tratamiento.

Macroscópicamentevimos uno respuestapatológica de las mucosasa los

tratamientostópicoscon barnices,segúnse observaen la fotografio 3, quepueden

debersea una acción quelantedel producto, aunqueno sabemossi estapatología

espor la acciónensimismadelproductoó bienseadebidoa la frecuenciay dosis

administradaen esteestudio.Ademásen los casostratadoscon barnicesapareció

unacoloración blanca luminosaen el esmalte,y en los surcosde las superficies

oclusales tratadas se encontraron unos depósitosblanquecinosque puedenser

depósitosde calcio, actuandoésteo modode proteccióndel dienteal provocarun

menordepósitode restosalimenticiosy deplacabacteriana en lasfisurasy surcos

de laspiezasdentarias,lo queprovocaríauna disminucióndelestimulocariogénico

y consecuentementeuna mayor reducciónen el númerode caries.

Sabemosque las lesionespuedensera nivel clínico activaso inactivas,estas

últimasposiblementecomoresultadode un tratamientoqueapuntaa la detenciónde

una postenorprogresión de la lesión (244). Además, las lesiones inactivas o

retenidas,generalmenteseobservaque son capacesde remineralizar, hecho que

podíaestar relacionadocon algunosde los casosde estaslesionestrotadas. Para

comprobarestos hechosy a la vez apreciarlos de una manera más cualitativa

utilizamosel microscopiode luzpolarizadaque examinólas seccionesdesecadas.

Se apreciaron lesionesporosasque aparecíancomo un defectoen forma de

cuña con lo base en la superficie del esmalte.Lo explicaciónde la apariencia

translúcidodeestazonacon lasestructurasdelesmaltemenosevidentes,pareceser,

la disolución inicial del esmalteque principalmenteseproduce a lo largo de las

aperturas de los espaciosinterpñsmáticosdel tejido, dando como resultado una

pérdidade estructuraciónde losprismas (foto n0 4).
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6.9. RELAClON MICROORGANISMO-CARIES.

Estudiadala relaciónqueexisteentrelos recuentosbacterianosde5. mutans

en salivo con el desarrollo de lesionescariógenas,comprobamosestadisticamente

que existe un valor de correlación significativo, sirviendo estos resultadospara

considerara estemicroorganismocomo un indicadorde la infeccióndentalcuando

seaíslade muestrassalivares(140).

Estosresultadoscoincidenen el casode bacteriasdelgéneroLactobacilluses

decir, se encuentranelevadosniveles coincidiendocon la presenciade lesiones

coriógenas; dada su capacidadpara resistir medios acidos se le atribuye un

importantepapelen el inicio de las lesionesde caries, sin embargoestudiosmás

recientesindican queno está involucradaen el inicio de la cañes,aunquesi son

invasoressecundariosquecontribuyenal avancede lesionesya existentes(101). Un

estudio realizado por VAN HOUTE en 1980 (241) apoyó esta posibilidad al

observar que sepuedendesarrollar lesionesen dientesque no albergan dichos

microorganismos.

173



VIL CONCLUSIONES



Conclusiones

1. El desarrollo de 5. mutausa altas concentracionesde sacarosa- sustratomás

importantepara estaespecie,con respectoa supapelcomo agenteetiológico del

procesocariogénico - muestraque:

* facilita su crecimientoy aislamientoselectivoen mediosde cultivo.

* provocaunafuerte acidezdelmedio.

* favorecesucapacidadde adherenciaal aumentarla producciónde “slime”,

alcanzandoel mayor valor a las 48 horas.

* aumentala producciónde glucanoy su valoración cuantitativapuedeser

un buenindicede la actividadmetabólicade 5. mutans

.

2. Tantoel xilitol como el sorbitolpor suspropiedadesde reducir el crecimientode

5. mutanse inhibir la producción de ácido, deben estudiarsecomo posibles

sustitutosde azúcaresen la dieta.

3. Evaluada la resistencia que muestra¡ 5. mutansfrente a mediosácidos, se

consideraqueelpHóptimopara el crecimientode estaespecieseencuentradentro

de un intervalo de 7.0 a 5.0, disminuyendoa partir de ésteúltimo.

4. La capacidadde agregación que tiene 5. mutans- principal microorganismo

implicadoen la génesisde la cariesdental - con otras bacteriasorales> permiteun

mayorconocimientodelorigeny continuidadde dicha infección.

5. La actividadqueejerceelflúor frente a 5. mutanses una acciónbacteriostática

queactúa inhibiendoel crecimientoy la producciónde ácidos, siendoel valor de

CMI 128mg/l y la CMB = 4096mg/l.

6. El estudiode diferentesparámetrossobrela actividad delflúor, tomandocomo

patrónlas valoracionesobtenidasporel métodode macrodiluciónen caldo, muestra
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que:

* actúa independientementede la concentraciónde azúcar existenteen el

medio.
* aumentasu actividada medidaque disminuyeel pH.

* a concentraciones subinhibitoñas no influye en el fenómeno de

autoagregaciónde 5. mutansaunquesifavorecela capacidadde adherencia

al aumentarla producciónde glucano.

7. El modelo experimentaldiseñado reproduce el desarrollo de un proceso

cañogénicoa niveldela superficiedentalmedianteel usode dietasricas en hidratos

de carbono (sacarosa) y responde a las aplicaciones de flúor en sus dos

modalidades.

8. Losrecuentosde 5. mutansse incrementansignificativamenteconel consumode

dietasricas en hidratosde carbono, alcanzandocon la dieto “1<2000” valores más

elevadosque conla dieta “Fibra Gwar”.

9. Estudiadala relación queexisteentrelos recuentosbacterianosde 5. mutausen

salivo conel desarrollo de lesionescariogénicas,comprobamosqueexisteun valor

de correlación sign<ficativo, sirviendo estos resultadospara considerar a este

microorganismocomoindicadorde la infección dentalcuandoseaislo de muestras

salivares.

10. El flúor confirmasuacciónpreventivay de tratamientode cariesyaqueproduce

un descensosign<ficativo en el recuentocelular de S. mutansy en la cariestanto a

nivel de lesionescomo en la disminuciónde éstaspor aumentode la reminerali-

zaciónde estasáreas,siendomáseficienteelflúoraplicadocomobarnicesquecomo

aguafluorada.
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