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RESUMEN

Introduccion: De las patologias orales que afectan a los seres humanos, la caries
es probablemente la mas prevalente. Actualmente se han descrito varios
microorganismos involucrados en la patogénesis de una lesién dee caries, entre
los cuales Streptococcus mutans (S. mutans) es el agente mas relevante asociado
a esta patologia. La técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para
detectar su presencia en saliva es una de las alternativas para su identificacion
rapida y segura. Accién de diferentes genotipos, con diferentes potenciales
fenotipicos, dan como resultado diferentes atributos de virulencia que pueden
aumentar el riesgo de desarrollar caries en un individuo.

Materiales y métodos: Se invitd a participar en este estudio a 20 nifios entre 6-12
afios atendidos en la universidad Finis Terrae con distintas experiencias de caries,
a partir de ellas se realizo reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). De este
proceso se analizaron las muestras en geles de agarosa al 2%.

Resultados: Se conocié e identific6 mediante reaccion en cadena de la
polimerasa con partidores arbitrarios, la presencia de distintos genotipos de S.
mutans en la cavidad bucal de nifios atendidos en la clinica odontoldgica de la
Universidad Finis Terrae.

Conclusion: Pacientes pediatricos atendidos en la clinica odontolégica de la
Universidad Finis Terrae, presentan diferentes genotipos de S. mutans asociado o

no a caries.



ABSTRACT

Introduction: Of the oral pathologies that affect humans, dental caries is probably
the most prevalent. Currently several microorganisms have been associated to the
pathogenesis of dental caries, where Streptococcus mutans (S. mutans) is one of
the most relevant agents. The polymerase chain reaction (PCR) technique to
detect its presence in saliva is one of the alternatives for its rapid and safe
identification. Action of different genotypes, with different phenotypic potentials,
results in different virulence attributes that may increase the risk of developing
caries in an individual.

Materials and methods: 20 children between 6-12 years old attended at the Finis
Terrae university with different caries experiences were invited to participate in this
study, from which polymerase chain reaction (PCR) was performed. From this
process the samples were analyzed in 2% agarose gels.

Results: The presence of different S. mutans genotypes in the oral cavity of
children treated in the dental clinic of the Finis Terrae University was known and
identified by polymerase chain reaction with arbitrary starters.

Conclusion: Pediatric patients treated in the dental clinic of the Finis Terrae
University, present different genotypes of S. mutans associated or not with caries.



INTRODUCCION

De las patologias orales que afectan a los seres humanos, la caries es
probablemente la mas prevalente (1). La lesion de caries se describe como “un
proceso dindmico de desmineralizacion y remineralizacion, producto del
metabolismo bacteriano sobre la superficie dentaria, que con el tiempo puede
producir una pérdida neta de minerales y posiblemente, aunque no siempre,
resultard en la presencia de una cavidad” (1). Las bacterias orales pertenecen a
una comunidad compleja de numerosas especies que participan en la formacion
de la placa bacteriana (biofilm o biopelicula) con todas sus funciones,
interacciones y propiedades (1).

Actualmente se han involucrado diferentes microorganismos a la patogénesis de la
caries, tales como estreptococos del grupo mutans, Lactobacillus spp y
Actinomyces spp. Entre éstos, la especie Streptococcus mutans (S. mutans) es el

agente mas importante asociado a esta patologia (1).

El estudio de la participacion de S. mutans en la colonizacion de tejidos dentales,
implantacion e interaccion con otros microorganismos es de gran importancia
para poder comprender la dinamica de las biopeliculas dentales. Por medio de
técnicas de biologia molecular, se ha avanzado en la identificacion de los
diferentes tipos que habitan la cavidad oral, los productos que generan y que son
criticos para su implantacion, las interacciones con otras especies y el desarrollo
de nuevos procedimientos que ayuden su identificacion como uno de los agentes

mas importantes en la caries dental (1).

Una caracteristica importante de Streptococcus mutans es la persistencia de sus
genotipos en la cavidad oral de adultos, adolescentes y nifilos mayores de cinco
afios. Este fendmeno es conocido como persistencia "intraindividual" y revela la
relativa estabilidad que estos alcanzan en un hospedador y la relacién con la

expresion de caracteristicas fenotipicas que les pueden dar ventajas para la



supervivencia, como la capacidad de formar biopeliculas, de adherirse y soportar

las fluctuaciones del pH (2).

El conocimiento acerca del microorganismo cariogénico mas importante
relacionado con la caries ha aumentado, lo cual amplia nuestro entendimiento
acerca de las vastas correlaciones que se dan desde su implantacion en los
tejidos orales, como en la progresion de la enfermedad y de la amplia gama de
interacciones con todos los demas factores (1).

Hasta algunos afios, los métodos microbiolégicos y bioquimicos disponibles
permitian la deteccion e identificacion de Streptococcus mutans y sobrinus. Sin
embargo, el proceso requiere de un laboratorio de microbiologia equipado lo que
implica espacio y recursos, ademas de personal calificado y con experiencia para
definir las diferencias entre ambas especies. La técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés polymerase chain reaction) para
detectar su presencia en saliva es una alternativa eficiente para identificacion
rapida y segura de la presencia de estas especies en el paciente (1).

En el caso de S. mutans, la existencia de diferentes genotipos, con diferentes
potenciales fenotipicos, dan como resultado atributos variables de virulencia que

pueden aumentar el riesgo de desarrollar caries en un individuo (3).

Aunque ha habido importantes avances en este campo, es necesario continuar
con el estudio de Streptococcus mutans y las diferentes cepas que constituyen
esta especie ademas de desarrollar metodologias adecuadas para su control en
etapas tempranas y poder restablecer el equilibrio perdido que genera la caries
dental. Las técnicas de biologia molecular han sido de gran ayuda en la

identificacion y caracterizacion del Streptococcus mutans (1).

Es por esto, que este trabajo pretende apoyarse de técnicas de biologia molecular
como el PCR para identificar S. mutans desde saliva de pacientes, y

genotipificarlos.



MARCO TEORICO

1. MICROBIOTA BUCAL

De acuerdo a diversos estudios clinicos y moleculares, se ha determinado que las
superficies orales son colonizadas por microorganismos desde el momento del
parto (4).

Durante el desarrollo postnatal, los cambios fisioldgicos como tipo de alimentacion,
la erupcion de los dientes primarios y sustitucion de la denticion primaria por
denticibn permanente entre otros, alteran en gran medida la ecologia bucal
impactando los habitats microbianos, los cuales, a su vez, pueden dar lugar a
cambios de composicion de la comunidad microbiana en las diferentes fases de la
vida de las personas. La estructura filogenética microbiana y la composicion
ecoldgica de las comunidades microbianas varian con el envejecimiento, por lo
gue la microbiota oral debe ser definida en base a la edad y nichos orales (4).

La microbiota juega un papel fundamental en la induccion, la formacion y la
funcidn del sistema inmune del huésped (5). Cuando esta interaccion funciona de
manera Optima, se genera la induccidon de respuestas protectoras a los patégenos
y las vias de regulacién implicados en el mantenimiento de la tolerancia a

antigenos inocuos (5).

La cavidad oral humana esta fuertemente colonizada por microorganismos,
incluyendo virus, protozoos, hongos, bacterias y arqueas. La dishiosis de la
microbiota normal de la boca, se asocia principalmente a dos enfermedades

orales, prevalentes en el hombre: la caries, y la enfermedad periodontal (6).

Las comunidades bacterianas que se encuentran en la boca son muy complejas,
con participacion de alrededor de 1,000 especies de diversas especies de

microorganismos (7). La microbiota de la mucosa bucal esta constituida, salvo en



las encias y los labios, casi exclusivamente por bacterias tipo cocos grampositivos
anaerobios facultativos y, en especial, por Streptococcus viridans. Los labios, al
representar una zona de transicion de piel a mucosas, estan colonizados por una
microbiota cutanea como Staphylococcus epidermidis y por especies de los
géneros Kocuria y Micrococcus; ademds, se detectan también abundantes
Streptococcus viridans procedentes de la saliva y el dorso de la lengua debido la
accion del humedecimiento labial. En la mucosa yugal predominan también los
Streptococcus viridans, destacando Streptococcus mitis; le siguen en frecuencia
Streptococcus sanguis y Streptococcus salivarius; también se identifican otros
microorganismos presentes en la saliva. En el paladar duro existe una microbiota
estreptococica similar a la de la mucosa yugal. En el paladar blando aparecen
bacterias propias de las vias respiratorias altas como especies de Haemophilus,
Corynebacterium y Neisseria, Streptococcus pyogenes y Streptococcus viridans.
La microbiota de la encia esta intimamente relacionada con la de la placa coronal

lisa en la unién dentogingival y con la de localizacion subgingival (8).

2. LESIONES DE CARIES

La lesion de caries es un proceso de desmineralizacion mediado por bacterias
presentes en la cavidad oral, que puede estar condicionado por diversos factores
bio-socio-ambientales y que constituye actualmente la enfermedad mas prevalente
en el ser humano, observandose que entre el 90-95% de la poblacion mundial
sufre esta patologia (9), siendo la principal causa de la pérdida de dientes (27). Se
caracteriza por ser resultado de un desequilibrio bioquimico gatillado por cambios
de pH locales inducidos por bacterias, los que al mediano plazo provocan una
lesion (cavitacidn), y alteraciones del complejo dentino-pulpar. Es una enfermedad
de origen multifactorial, en la que existe interaccion durante un periodo de tiempo
variable de tres factores principales: un huésped susceptible, especies bacterianas

que conforman la microflora oral, y un sustrato apropiado (12).



El andlisis epidemioldgico de este problema de salud se ha abordado atendiendo a
multiples variables y enfoques del proceso salud-enfermedad tales como: edad y
sexo, areas geogréficas, dieta, patrones familiares, relacion con otros
padecimientos y condiciones de vida, con concepciones basadas en la
multicausalidad, entre otras (10).

La caries es considerada una de las enfermedades orales mas frecuentes de la
infancia, convirtiéndose en un desafio para la salud publica. La OMS ha estimado
gue entre el 60 y 90% de los nifios del mundo presentan lesiones de caries con
cavitacion evidente. La prevalencia a nivel de Latinoamérica no es menos

alarmante, alcanzando valores hasta del 90% (11).

La saliva contiene componentes que participan en la prevencion de la
desmineralizacion del esmalte. Adicionalmente, tiene un papel importante en la
remineralizacion, y es esencial en el balance acido-base de la placa. Las
macromoléculas salivales estan comprometidas con la funciones de formaciéon de
la pelicula adquirida. Asi también se han aislado en la saliva, péptidos y proteinas

con actividad antimicrobiana (12).

Los microorganismos involucrados en la generacion de lesiones de caries
sintetizan enzimas capaces de catalizar la formacion de glucanos extracelulares
bacterianos, moléculas que ademas de facilitar la adhesion de las bacterias a la
superficie del esmalte, pueden ser utilizados por estas como fuente de energia,
generando en este proceso metabdlico moléculas acidas que gatillan la

disminucién local de pH (12).
2.1 PATOGENESIS DE LA CARIES DENTAL
La caries es un proceso dinamico y crénico, que ocurre en la estructura dentaria

en contacto con los depédsitos microbianos y debido al desequilibrio entre la

sustancia dental y el fluido de placa circundante. Estos eventos inducen una



pérdida de mineral de la superficie dental, cuyo signo es la destruccion localizada
de tejidos duros (12).

La lesion cariosa se define como un mecanismo dindmico de desmineralizacion y
remineralizacién, como resultado del metabolismo microbiano sobre la superficie
dentaria, en la cual con el tiempo puede resultar una pérdida neta de mineral y es
posible que posteriormente se forme una cavidad. Concluyendo entonces, que la
caries es el signo de la enfermedad y no la enfermedad en si misma (12).

La caries es una enfermedad de origen multifactorial en la que existe interaccion
de tres factores principales: el huésped (higiene bucal, la saliva y los dientes), la
microflora (disbiosis) y el sustrato (dieta cariogénica). Ademas de estos factores,
debe considerarse el tiempo como un factor adicional: para que se genere una
lesion cariosa, es necesario que las condiciones de cada factor sean favorables.
Es decir, un huésped susceptible, una microflora oral desbalanceada y asociada a
cariogénesis ademas de un sustrato apropiado, lo que debera mantenerse durante

un periodo determinado de tiempo (12).

Se han planteado diferentes teorias para explicar la formacién de una lesion de

caries. A continuacion, se exponen dos de las mas conocidas (12).

Teoria acidofila de Miller.
Esta teoria comprende los hechos principales siguientes:

1. En la cavidad oral existen bacterias capaces de producir acidos,
especialmente el Iactico, mediante la via glucolitica anaerobia, a partir de
los azlcares.

2. El esmalte esta compuesto, en su mayor parte, por sales de calcio, las
cuales pueden disolverse por la accion de los acidos organicos.

3. La formacion de acido en la placa dental se puede observar directamente

en la boca, después de ingerir glacidos.



4. Por la accién de estos &cidos, el pH desciende por debajo de 5,5 (pH
critico), en zonas limitadas de la superficie del esmalte y se inicia la

descalcificacion (12).

Teoria de la protedlisis-quelacion de Schatz y Martin

Atribuye la caries dental a 2 reacciones interrelacionadas, que ocurren

simultdneamente:

« Destruccidbn microbiana de la matriz organica del diente mayormente
proteinica.

» Disolucién de los cristales de apatita por la accidon de los agentes de quelacion
organicos (acidos, aminoacidos, aminas, péptidos y glucidos), algunos de los
cuales se originan como producto de la descomposicion de la matriz, otros
estan presentes en los alimentos, la saliva y en la costra que puede recubrir los

dientes o sarro dentario (12).

2.2 FORMACION DE LA BIOPELICULA DENTAL

La cavidad bucal es considerada un ecosistema poblado por
microorganismos fisioldgica y metabdlicamente diferentes, los cuales coexisten
exitosamente gracias a mecanismos adaptativos y a la existencia de nichos
diversos de acuerdo a sus necesidades tales como las superficies de los dientes,
el surco gingival, la lengua, las amigdalas, las superficies mucosas que revisten la
boca, entre otros (13). Diferentes eventos ambientales de diferente naturaleza
inducen modificaciones de la flora comensal y, en algunos casos, los
microorganismos proliferan de manera tal que atentan contra el equilibrio biético y
poniendo a prueba al sistema inmune del hospedero (14.) Este tipo de eventos
gatillan las primeras fases de enfermedades gingivales y periodontales, cuyo
principal factor patogénico es la acumulacién de placa bacteriana o biofilm (13).
Las bacterias existen en la naturaleza bajo dos estados: bacterias plancténicas, de

libre flotacibn (1%) y bacterias sésiles, integrantes de colonias de



microorganismos llamadas biofilms o biopeliculas (99%). Las biopeliculas se
forman cuando las bacterias en suspensién encuentran una superficie a la cual
adherirse, para luego sintetizar sefiales quimicas que permiten coordinar la
formacién de una estructura compuesta por polisacaridos, que cumple un rol
principalmente protector (13).

En el afio 2002 se generé una descripcion ampliamente aceptada de biofilm,
estableciendo que es "una comunidad microbiana sésil, caracterizada por células
gue estan adheridas irreversiblemente a un substrato o interfase, o0 unas con otras,
encerradas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas han
producido, y exhiben un fenotipo alterado en relacion con la tasa de crecimiento y
trascripcion génica (15).

La biopelicula supragingival esta unida a la superficie dentaria y se encuentra
formada predominantemente por Actinomyces. Sin embargo, la naturaleza de la
biopelicula subgingival es mas complicada, ya que existen dos biopeliculas
diferentes: una asociada a la superficie radicular y otra en intima relacion con la
superficie epitelial de la pared blanda de la bolsa. Esta Ultima contiene
predominantemente espiroquetas y especies gram negativas (Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola). Entre las dos biopeliculas, existe una zona de
baja densidad celular compuesta por bacterias débilmente unidas, que parecen

estar en estado plancténico (13).

2.3 STREPTOCOCCUS MUTANS

Streptococcus mutans (S. mutans) es una especie bacteriana que forma
parte de la microbiota comensal de la cavidad oral. En un trabajo publicado el afio

3

1980, Hamada la describe como “un coco Gram positivo, dispuesto en cadena, no
movil, catalasa negativo, productor rapido de &acido lactico con capacidad de
cambiar el pH del entorno desde 7 a pH 4.2 en, aproximadamente, 24 horas.
Fermentador de glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, inulina y salicina con la

produccién de &cido. Streptococcus mutans se ha subclasificado en varios tipos



con base en las propiedades inmunoldgicas, biolégicas y genéticas: los serotipos
de Streptococcus mutans son c, e, f y k. El hébitat natural de S. mutans es la boca
humana, donde las colonias se adhieren muy cerca de la superficie del diente e
igualmente se puede recuperar en lesiones cariosas. Puede aislarse
frecuentemente de heces en humanos y ratas, asi como también ha sido aislado

desde hamsteres de experimentacion (17).”

Las cepas de S. mutans son fenotipicamente homogéneas. Sin embargo,
recientes investigaciones han revelado un gran nivel de la heterogeneidad
serologica, genética y bioquimica de S. mutans. La heterogeneidad también se
observa a nivel de enzimas producidas por las diferentes especies de S. mutans
tales como las deshidrogenasas, glucosiltransferasas, aldolasas e invertasas. La
serotipificacion es un procedimiento rutinario y de mucho valor para determinar
otros grupos inmunologicos y tipos de estreptococos (1).

Se ha considerado comunmente, que la colonizacion de la cavidad oral de los
nifos por S. mutans ("ventana" de infeccién) ocurre al producirse la erupcion del

primer diente, es decir, alrededor de los seis meses de edad.

En un estudio realizado el afio 2005, se identificaron unos 52 genotipos diferentes
en nifos, pero las madres eran respomnsables de la transmision de 16 de ellos
(1). Se observa una tendencia hacia la estabilidad de los genotipos transmitidos
por las madres, en parte, porque la colonizacién del genotipo materno pueda
interferir con la colonizacion de otros genotipos. Se ha observado que los nifios
albergan de uno a cinco genotipos diferentes de S. mutans en diferentes edades.
La diversidad genotipica de S.mutans en cuatro sitios de muestreo (saliva, dorso
de la lengua, mucosa alveolar y biopelicula dental) de nifios parece ser
homogénea en este estudio. Sin embargo, la biopelicula dental es un lugar muy
importante dado el gran nimero de genotipos de S.mutans y las cepas aisladas.
Se ha demostrado un alto grado de homologia entre cepas de S. mutans

recuperadas de miembros de la misma familia, lo que permite deducir la existencia



de transmision vertical y horizontal, y una persistente colonizacién de S. mutans

adquiridos previamente hasta la adultez temprana (1).

Se investigod la colonizacion inicial de S. mutans en un estudio prospectivo de 46
nifos estadounidenses desde el nacimiento a 5 afios de la edad, cuyas madres
portaban altos niveles de S. mutans. De aquel estudio, la ventana de infectividad
fue definida como el periodo a partir de 19 a 31 meses de edad, cuando el riesgo
de adquisicion de S. mutans era alto (19).

2.4 FACTORES DE RIESGO

La mayoria de los autores revisados para el desarrollo de esta tesis,
coinciden en sefalar que entre los factores de riesgo mas importantes en la
aparicion de las caries en la poblacién infantil se encuentran la mala higiene bucal,

y la ingesta de azucares en la dieta (20).

Respecto a la mala higiene bucal, numerosos estudios confirman que este factor
es un riesgo significativo no solo en la aparicion de lesiones de caries, Sino
también en la prevalencia de ésta. Se considera que el cepillado dental
sistematico puede suprimir la actividad bacteriana de la placa dental, y detener el
desarrollo de las lesiones iniciales (21).

Otro factor de riesgo asociado a la generacién de caries es la presencia de placa
dentobacteriana, lo que se encuentra intimamente ligado a la higiene bucal. El
poder cariogénico de la placa dentobacteriana depende de varios factores, donde
uno de los mas importantes es su contenido microbiano. Ademas del nivel de
infeccion por microorganismos de riesgo cariogénico, debemos considerar otros
factores como el empaquetamiento celular, el grosor de la placa, el contenido de
glucanos insolubles, la presencia del ién flior, la concentracién de &cidos y la
frecuencia de episodios acidogénicos (22).

La dieta consumida también es un factor a considerar en la génesis de lesiones de

caries. Las caracteristicas de los alimentos consumidos tales como tipo, contenido
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y concentracion de azucares, asociacion de la sacarosa a otros carbohidratos
fermentables como la lactosa, cereales y almidones o a frutas acidas, la cantidad
de minerales, la cantidad de sustancias neutralizadoras del pH acido, la
consistencia, el grado de adhesividad, el tamafio de las particulas, la velocidad
con que es despejada, su nivel de acidez, entre otros.

Otros factores a considerar son los dependientes del individuo, tales como:
preferencias alimentarias, frecuencia y momentos de consumo de alimentos
dulces y é&cidos, el tiempo en que estos permanecen en la boca, la eficiencia y
sistematicidad de los procederes de higiene bucal, entre otros (23).

A su vez, se debe tener en cuenta la experiencia anterior de caries, el grado de
severidad de las lesiones, la edad de presentacion, las alteraciones cualitativas y
cuantitativas de la saliva, la inexistencia de terapias de flior sistémico o topico,

factores socioecondémicos, entre otros (23).

La experiencia de caries depende del balance entre el consumo de azucares, la
higiene oral y el uso del fluoruro. Hay tres conceptos cientificos que son
fundamentales en las nuevas mediciones para detectar, tratar y monitorear la
caries: (1) la caries es un proceso dinamico, (2) la caries dental es un proceso
continuo conformado por etapas que van desde reversible (pre-clinica) hasta
irreversible (lesiones clinicamente detectables), y (3) el proceso de la caries es un
balance de factores patolégicos y protectores que pueden modularse para el

manejo de la caries (21).

2.5 EPIDEMIOLOGIA DE LA CARIES DENTAL EN PREESCOLARES
CHILENOS

La caries dental constituye la afeccion bucal de mayor incidencia y prevalencia en
el mundo. Estomatdlogos de todos los tiempos han dedicado su quehacer a crear
nuevas técnicas terapéuticas que permitan eliminar o al menos disminuir su
morbilidad (25).
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La caries temprana de la infancia (CTI) es una forma Unica de caries que se
desarrolla en la denticién temporal. Es una enfermedad debilitante, que progresa
rapidamente y que se caracteriza por angustia infantil, dolor e infeccion. Sus
consecuencias a largo plazo podrian incluir una disminucion en el crecimiento,
malnutricién, problemas para dormir, ademas de una interrupcién de la vida
familiar. Aunque la CTI es clasificada como un proceso patolégico relacionado
especialmente a S. mutans, es importante considerar la influencia de otros
factores y cémo estos pueden modificar la manera en la cual los tejidos dentarios
reaccionan a los productos &cidos generados como producto del metabolismo

bacteriano (26).

A pesar de que existen tecnologias preventivas capaces de dominarlas,
controlarlas y/o erradicarlas, la odontologia en Latinoamérica continia usando
métodos curativos, costosos, complejos y en algunos casos ineficientes, y se
sigue ofreciendo a 90% de la poblacién la exodoncia como Unica solucion (27).

En relacion a los aspectos epidemioldgicos, la CTI constituye un serio problema de
salud publica, siendo mas prevalente en paises en vias de desarrollo como el
nuestro y comunidades desprotegidas de paises desarrollados como son
poblaciones de inmigrantes, minorias étnicas o zonas rurales en donde la

prevalencia alcanza hasta un 90% (28).

Segun el MINSAL, en Chile existen muy pocos estudios referentes al tema y de
acuerdo a los datos disponibles la prevalencia varia desde un 7,8% a un 62,3%.
Estas diferencias se deben principalmente a los diferentes criterios diagnoésticos
utilizados, y a que las poblaciones estudiadas presentan caracteristicas sociales y
demograficas diversas, imposibilitando la comparacién de los resultados. A su vez,
el dltimo reporte ministerial no publicado revel6 una prevalencia de caries de un

27% a los 2 afnos, y de un 48% a los 4 afios (28).

Al igual que en otras investigaciones, no se encontrd asociacion estadisticamente

significativa entre CTI y los factores encuesta de dieta cariogénica, aseo bucal,
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frecuencia de cepillado y cepillado antes de dormir. Esto se debe a los sesgos de
informacion propios de cualquier encuesta o entrevista, y que tiene que ver con la
deseabilidad social, es decir, responden lo que creen que es correcto o lo que el
profesional desea escuchar, ocultando la informacién verdadera (28).

3. METODOS MOLECULARES DE ESTUDIO DE PATOLOGIAS ORALES
PREVALENTES

3.1 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

En la actualidad, estudios del area médica y odontologica cada vez se apoyan
mas de técnicas de biologia molecular para el estudio de patologias. Entre las mas
usadas esta la reaccion en cadena de la polimerasa (0o PCR, por el nombre en
inglés polymerase chain reaction). Esta es una reaccion enzimatica in vitro, que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios
ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la
reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa, que tiene la
capacidad de sintetizar ADN usando una hebra complementaria como molde. En
la reaccion, si usamos como sustrato ADN gendmico, entonces tipicamente
hablamos de una PCR (29).

El elemento principal en la PCR es el ADN, cuya naturaleza quimica ofrece

ventajas para su manipulacién (29).

La enzima comercial mas usada es la “Taq ADN polimerasa”, la cual proviene de
una bacteria termofila llamada Thermus aquaticus. Gracias a sus capacidades de
sobrevivir en condiciones de temperatura muy altas, sus enzimas, entre ellas la
ADN polimerasa, son capaces de soportar altas oscilaciones de temperaturas (29).
Los “primers” o partidores son secuencias de oligonucleotidos que flanquean y
delimitan la secuencia blanco que se desea amplificar, y son complementarios a
ésta. Generalmente su tamafio oscila entre 15-25 pares de bases y la cantidad de

G-C no debe ser mas del 55% de la secuencia. Si no se respetan estas reglas,
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existe la posibilidad de la formacién de dimeros de partidores, es decir, de
productos inespecificos. Esto repercute en el rendimiento de la reaccién, asi como
en la especificidad del producto esperado. Son dos secuencias diferentes de
primers las que se utilizan en la PCR, una denominada «forward» o sentido y otra
«reverse» 0 antisentido; ambas deben estar disefiadas para que hibriden con el
templado y las cadenas de ADN puedan ser extendidas por la Taq polimerasa en
direccion 5-3 (como sucede endbégenamente) (29).
Adicionalmente, la reaccion requiere la adicién de deoxi nucle6tidos o dNTP’s, que
corresponden a una mezcla de los 4 nucleétidos que constituyen la hebra de DNA,
usados por la DNA Taqg polimerasa para generar la cadena complementaria a la
molde (29).
La reaccion se realiza en una solucion tampoén o “buffer”, generalmente compuesta
de Tris-HCI (pH = 8) (29).

La reaccion debe complementarse con magnesio, un ion bivalente que actua como
cofactor enzimatico de la DNA Tag polimerasa que influye en la procesividad de la

reaccion (29).

Cada ciclo de la PCR se lleva a cabo en tres etapas principales: desnaturalizacion,
hibridacion y extension. Brevemente, la desnaturalizacibn se asocia a un
incremento de temperatura a 95°C durante 20-30 segundos de acuerdo a la
secuencia del templado, con el objetivo de separar la doble hebra de ADN. Luego,
la fase de
hibridacion en la cual la temperatura funcional oscila entre 50 y 60°C, éptima
para permitir la hibridacién de los partidores. Por altimo, la fase de extensidn cuya
temperatura Optima es de 72°C, en la cual la ADN Taq polimerasa actua sobre el
complejo templado-primers y empieza su funcion catalitica a alta velocidad. La
extension de las cadenas es en direccion de la sintesis del ADN, de 5 a 3’. La

figura 1 resume los pasos previamente expuestos (29).
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Figura 1. Pasos de un ciclo de la PCR (Figura de Thompson y Thompson;

Genética en Medicina 72 edicion).
3.2 GENOTIPIFICACION

La notable variabilidad de S. mutans ha sido demostrada por varios estudios,
utilizando técnicas moleculares de secuenciacion, electroforesis en gel de campo
pulsado y PCR con primers arbitrarios (3). A través de este método, ha sido
posible identificar alrededor de 52 genotipos diferentes de S. mutans, reportados

en saliva y biopeliculas dentales (3).

En Chile, son pocos los trabajos que se han enfocado en el estudio especifico de
los genotipos de S. mutans presentes en la poblacién. Mas aun, siendo los nifios
uno de los grupos mas afectados por caries de acuerdo a los informes
odontoldgicos publicados por el Ministerio de Salud, son los menos considerados

en estudios de investigacion microbiologica. Es por esto, que en este trabajo de
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tesis buscamos evaluar un grupo de la poblaciébn de nifios atendidos en la
Facultad de Odontologia de la Universidad Finis Terrae, con el fin de determinar la
variabilidad genotipica de las cepas de S. mutans presentes en estos pacientes.
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OBJETIVO GENERAL
Conocer los distintos genotipos de Streptococcus mutans presentes en pacientes
pediatricos atendidos en la clinica del nifio en la Facultad de Odontologia de la
Universidad Finis Terrae
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. ldentificar la diversidad genotipica de S. mutans en muestras de saliva de
pacientes pediatricos de 6 a 12 afos, atendidos en la clinica del nifio de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Finis Terrae.
MATERIALES Y METODOS

1. TIPO DE ESTUDIO

Este estudio es descriptivo, transversal.

2. POBLACION Y MUESTRA

Se invitara a participar en este estudio a pacientes pediatricos que se presenten
en la clinica de la Universidad Finis Terrae, a modo preventivo y/o rehabilitador. Se
consideraran nifios sanos entre 6-12 afios de edad pertenecientes al nivel basico
(n=20).

3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Criterios de inclusion:
Todo paciente pediatrico que se presente a la clinica del nifio y acepte participar

del estudio.
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Criterios de exclusion:
Pacientes que presenten enfermedades crénicas
Pacientes que hayan recibido tratamiento con antibioticos durante los tres meses

previos al examen o0 que usen aparatos ortodénticos.

A aquellas familias que accedan a participar, se les solicitard que lean y firmen un
consentimiento informado, otorgando autorizacion para la toma de muestra y
posteriores estudios a realizarse con ella. A su vez, se solicitara verbalmente el
consentimiento al paciente, siendo necesarios ambos documentos para la

extraccion, almacenamiento y uso de la muestra.

4. VARIABLES

Genotipos de S. mutans:

Definicion conceptual: Informacion genética que diferencia un organismo de otro
dentro de una misma especie.

Naturaleza de la variable: Cualitativa

Nivel de medicion: Nominal

Instrumento u obtencién de datos: PCR

Indicador o codificacién: Diferentes tipos de S. mutans.

5. TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS

Primero, se sintetizan sets de partidores especificos para la genotipificacion de
cepas prevalentes de S. mutans de acuerdo a lo publicado por Pereira et al en el
afio 2008 (31).

Tabla 1: partidores utilizados en este estudio

Nombre partidor Secuencia Referencia

OPA-2 5 — TGC CGA GCT G — | Liy cols 2001
3’
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OPA-3 5 — AGTCAGCCAC -3 | Truong et al, 2000

Luego, se obtendran muestras de saliva de cada paciente que acepte participar en
este estudio, siguiendo protocolo validado (32). Se solicitar4 enjuagar la boca con
agua una vez, para luego obtener la muestra de saliva que sera almacenada en un
tubo estéril de 15 mL. Las muestras seran manipuladas inmediatamente después
de la obtencion de ella, para luego almacenar el remanente a -20°C mientras se
realiza el estudio. Una vez terminado, todas las muestras tanto de saliva como

DNA seran desechadas siguiendo las normas de seguridad establecidas (32).

Para este estudio, se utilizé el kit de PCR “Extract-N-Amp™ Tissue PCR Kit”
(Sigma-Aldrich). De acuerdo a la informacion entregada por el fabricante, este kit
facilita el manejo de muestra biologica ya sea de tejido o fluido, ya que contiene
todos los reactivos necesarios para extraer y amplificar ADN gendmico. Una de las
ventajas comparativas de este kit respecto a otros disponibles en el mercado, es el
paso inicial de extraccibn de DNA desde la muestra, que incrementa el

rendimiento de la reaccién de PCR posterior.

PROCEDIMIENTO

(Informacién resumida de instrucciones del fabricante)

Todos los pasos se llevan a cabo a temperatura ambiente, a menos que se

indique otra temperatura.

A. Extraccién de ADN desde tejidos o fluidos

1. Pipetee 100 pL de solucion de extraccion, en un Tubo de microcentrifuga de 1,5
mL.

2. Para la saliva: Pipetee 10 pyL de saliva en la solucion previa. Mezclar bien
mediante vortex o pipeta.

3. Incubar la muestra a temperatura ambiente por 10 minutos.

4. Incubar la muestra a 95°C durante 3 minutos.
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5. Agregar 100 pL de Solucién de Neutralizacién B a la muestra y homogenizar por
vortex.
6. El extracto generado puede mantenerse a 4°C, o ser utilizado de inmediato para

reaccion de PCR.

B. Amplificacion por PCR

El mix de reaccion de PCR del kit comercial “Extract-N-Amp” esta optimizado para
gue la reaccion pueda ser realizada a temperatura ambiente, sin tener actividad
polimerasa prematura.

1. Preparar el siguiente mix en tubos de PCR:

Tabla 2: reaccion de PCR realizada, de acuerdo a sugerencia del proveedor

Reagent Volume
Water, PCR grade ¥ ul
Extract-N-Amp PCR reaction 10 pL
mix
Forward primer v ul
| Reverse primer v ul
Tissue extract 4 ul*
Total volume 20 uL

* Nota: La mezcla de reaccion de PCR Extract-N-Amp esta formulada para

compensar los componentes presentes en las soluciones previamente usadas.
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Para este estudio se utilizaron 8 pyL de la muestra preparada desde saliva.
2. Mezclar suavemente.

3. Se aplico el siguiente programa de PCR:

Tabla 3: Programa de PCR utilizado en este estudio

Ciclo Temperatura (°C) | Tiempo
Desnaturacion inicial | 94 5’
94 30”
45 ciclos 36 30”
72 1
Extension final 72 5
Término 4 o

4. El producto de PCR generado sera visualizado en geles de agarosa 2%,

utilizando SYBR green y un transiluminador.

6. ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS DATOS

El andlisis a realizar sera cualitativo, ya que se determinara el genotipo de acuerdo
al patron de bandas obtenido en el gel de agarosa. Los datos generados seran

tabulados de manera ordenada en cuadros de sintesis, usando el programa

Microsoft Excel.
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7. ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION

Aguellas familias que accedan a participar, se les solicitara que lean y firmen un
consentimiento informado, otorgando autorizacién para la toma de muestra y
posteriores estudios a realizarse con ella. A su vez, se solicitara verbalmente el
consentimiento al paciente pediatrico, siendo necesarios ambos documentos para

la extraccion, almacenamiento y uso de la muestra.
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8. RESULTADOS

Caracterizacion de la muestra sequn edad v sexo:

En la tabla 1 se puede observar la edad y sexo de los 20 pacientes pediatricos que
conforman la muestra, donde se indica con numero 1 a los pacientes femeninos y
2 a los pacientes masculinos. Es posible observar mas pacientes del género
masculino que femenino, ya que un 65% de la muestra total son hombres y un
35% son mujeres.

En los grupos etarios de 6, 7 y 8 afilos hay mas pacientes hombres que mujeres,
siendo un total de 53,8% y en el grupo etario 9, 10 y 11 afios igualmente hay mas
hombres que mujeres con un total de 85,7%. De todos los grupos etarios el que
mas integrantes tuvo fue el de 6 afios y el que menos integrantes tuvo fue el de 11

afos (1 integrante).

Numero SEXO EDAD P1 P2 P3 P4 P5 P&
1 1 7 6 4 4 3245789 1,2,4,5
2 2 10 6 4 4 3245789 1,2,4,5
3 1 6 6 4 42,3, 4- 3,8 1,2,3,6,7
4 2 9 6 3 3 3 3,4,6,7 3,4,5,6,7
5 2 10 6 4 3 2 4,59- 1,4,5,6,7
6 2 10 6 4 21,3 1,2,4,56,7,9 4,5
7 1 8 6 4 42,3, 4- 1,4,5,7,8,9 1,5,6-
8 1 6 6 4 41,234 2,4,6,8,9 3,4,5-
9 1 7 6 4 31,3 4,5,8,9 1,3,4,5,6
10 2 6 6 4 31,3 1,3,4,56,9,10 1,2,5-
11 1 9 6 4 33,4 1,2,4,56,89 1,2,3,56
12 2 11 6 4 3234 2,8 1,2,56
13 2 6 6 3 41,2,3- 1,2,4,56,7,8,9 1,2,4,5,6
14 2 8 6 4 4 31,45 2,4
15 2 6 6 4 423 1,4,5,6,7,9 1,5, 6-
16 2 6 6 4 33,4 9 1,2,3-
17 1 7 6 4 4 33,457,889 1,4
18 2 9 6 4 31,3 2,4,57,89 1,4,5-
19 2 7 6 4 4 31,4,5789 1,4,5-
20 2 7 6 4 3 2,3,2004 2,4 1,2,3,5
20 X=7,45 6 X=39 X=3,55

Tabla 4: Resumen del grupo de pacientes pediatricos que conforman el estudio, y

las respuestas a las preguntas de la encuesta realizada al ingreso.

23



SEXO

o RMASCULND = FEMEMING

Figura 2. El grafico circular de la figura representa el porcentaje de pacientes por

sexo que conforman la muestra, con un 65% de hombres y 35% mujeres.
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Figura 3. El grafico representa la clasificacién de pacientes pediatricos por edad.
Se observa que la mayor cantidad de nifios tiene 6 afios de edad (30%), un 25%
tiene 7 afos de edad, el 10% tiene 8 afios, el 15% tiene 9 afios, otro 15% tiene 10

afios de edad y por ultimo so6lo un 5% tiene 11 afios de edad.

La encuesta consta de 6 preguntas cerradas en donde los tutores responden

segun el comportamiento de los pacientes pediatricos.

La pregunta numero 1 fue un parametro para evaluar uno de los criterios de
exclusion de este experimento, aqui se evalué si el nifio estuvo en algun
tratamiento prolongado de alergia, asma, epilepsia, hiperactividad u otra
enfermedad. El 100% de la respuesta a esta pregunta fue que los nifios no habian
estado en tratamiento prolongado para estas u otras enfermedades, por lo tanto,
se procede con la encuesta completa debido a que los nifios encuestados

cumplen con los criterios de inclusién determinados para este estudio.
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PREGUNTA 1

o1

Figura 4. En el grafico se puede observar que el 100% de los encuestados
respondieron la alternativa 6 en la pregunta 1, referida a si han tenido algun
tratamiento prolongado frente enfermedades como alergia, asma, epilepsia,

hiperactividad, u otra enfermedad.

La pregunta numero 2 tiene relacion con el uso de pasta dentifrica cuando el nifio
se cepilla. Las alternativas son: NUNCA (1) CASI NUNCA (2), CASI SIEMPRE (3),
SIEMPRE (4). El 95% respondié SIEMPRE (4) y el 5% respondié CASI SIEMPRE

3).
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PREGUNTA 2

10,0%

4

90,0%

Figura 5. El gréfico representa las respuestas entregadas a la pregunta 2 de la
encuesta realizada, respecto al uso de pasta dentifrica al momento del cepillado.
Se observa que el 10% de los encuestados responde “casi siempre”, mientras que

un 90% de los pacientes responden que “siempre” usan pasta de diente.

La pregunta numero 3 tiene que ver con la conducta de cepillado del nifio
después de comer y antes de dormir, las alternativas a estas preguntas son:
NUNCA (1), CASI NUNCA (2), CASI SIEMPRE (3), SIEMPRE (4). El 5% de los
nifios respondié CASI NUNCA (1 individuo) 45% respondié casi siempre y el 50%
del total de individuos respondié que SIEMPRE (4) se cepilla los dientes después
de comer antes de acostarse.

Del grupo de nifios que SIEMPRE se cepillan los dientes antes de dormir el 50%
son mujeres y el 50% son hombres. Del grupo de nifios que CASI SIEMPRE se
cepillan los dientes antes de dormir el 22,2% son mujeres y el 77,7% son
hombres. Solo 1 individuo (hombre) respondidé que CASI NUNCA se cepilla los

dientes antes de dormir.
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PREGUNTA 3

30.0%

45.0%

Figura 6. El grafico representa las respuestas entregadas por los pacientes a la
pregunta 3 de la encuesta realizada al ingreso, respecto a la frecuencia de
cepillado. Se observa que el 50% de los encuestados respondieron que siempre

se cepillan los dientes antes de dormir.

La pregunta 4 tiene que ver con la edad en que el paciente comenzd a consumir
alimentos como bebidas gaseosas, chocolate, galletas dulces, golosinas, chicles,
golosinas saladas y helados. El resultado fue que en un 95% de los casos
encuestados comenzd el consumo de este tipo de alimentos a los 2 afios 0 mas.
En el caso especifico de las bebidas gaseosas, un 95% respondié que empezaron
a consumir después de los 2 afios, mientras que sélo 1 persona respondi6é que el
paciente consumia este producto entre los 1y los 2 afios. 6 tutores respondieron
gue el nifio nunca habia consumido alguno de estos alimentos azucaradas, lo que
corresponde a un 30% de los nifios encuestados que no han consumido nunca

alguno de estos alimentos.

La pregunta 5 se refiere a la clase de alimentos que come el nifio/nifia
generalmente entre comidas regulares, en esta opcion el tutor podia marcar mas
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de una alternativa. La lista de la encuesta contiene un total de 13 alimentos, en los
gue se incluyen masas saladas, caramelos, yogurt con azucar o sin azucar,
cereales con azlcar, masas dulces, azlcar, chocolates, postres con azlcar, frutas
frescas con azlcar, frutas frescas sin azlcar, frutos secos, entre otros. De las
respuestas entregadas, destaca el 40% de consumo de masas saladas entre
comidas y un 45% de consumo de caramelos. De los pacientes encuestados un
85% prefiere el consumo de yogurt con azlUcar versus un 15% que consume
yogurt sin azUcar entre comidas. De la poblacion encuestada, un 70% responde
qgue si al consumo de cereales con azlUcar como alternativa de alimento entre
comida, mientras que un 35% indica el consumo de masas dulces. Una de las
alternativas evaluadas era el consumo de chocolate, a la cual un 60% de los nifios
indican que lo consumen entre comidas. Se destaca que soOlo un 5% de los
pacientes encuestados, que corresponde a 1 individuo, informa el consumo entre

comidas de fruta fresca sin azUcar afadida, como una alternativa de colacion.

La pregunta 6 del cuestionario aplicado a los pacientes corresponde al consumo
de bebestibles. Las respuestas a esta pregunta informan que el 80% de los
pacientes encuestados consume agua corriente de la llave entre comidas,
mientras que el 50% informa consumir agua mineral también. Respecto al
consumo de jugos, un 30% informa consumir jugo sin azucar, mientras que el 60%
consume liquidos azucarados entre los que se consideran té, bebidas gaseosas y
jugos preparados o en polvo. Respecto al consumo de lacteos, se informa que el
80% los consume azucarados versus un 15% que informa consumir lacteos sin

azucar.
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Protocolo de kit comercial “Extract-N-Amp”

Lo primero que se realizd6 fue la
obtencion de las muestras de saliva de
los pacientes pediatricos. Para la
extraccion cada uno de los pacientes se
enjuagé con agua por 30 segundos,
todo esto previo a su consentimiento.
Mientras tanto, la madre, padre o tutor

del nifios respondia las preguntas de la

Imagen 1: Obtencién y encuesta de la manera lo mas objetiva

almacenamiento temporal de las posible. Posterior al enjuague, el nifio

muestras de saliva procede a depositar la mayor cantidad

de saliva que puede en un tubo de
ensayo. Cada tubo fue enumerado de forma ordenada y conservado a -20°C,
cuando ya se obtuvieron las 20 muestras se procede a la extraccion de ADN de

los tejidos.

Cuando ya se tienen los tubos de
ensayo listos y ordenado entonces
se procede a la extraccion de ADN
siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante, de

acuerdo al cual se utilizan 100 uL

F'
B de saliva por cada muestra, las que

FEER B T TR
ks — v -

I3 L : se manejan en tubos eppendorf de

1,5 ml.

Imagen 2: Mantencion temporal de las

muestras de saliva.
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Imagen 3: Proceso experimental.

Utilizando una micropipeta, se extrajeron 100ul de saliva desde el tubo de
muestra, y se agrego sobre la solucién del kit comercial. Se mezcla bien por vortex
0 pipeta.

Después de este paso, se incuba la muestra a temperatura ambiente por 10
minutos. Luego, se incuba a 95°C durante 3 minutos, para posteriormente agregar
100uL de solucién de Neutralizacion B a la muestra y homogenizar con vortex. El
extracto que se genera en este paso se puede conservar a 4°C, o ser utilizado de

inmediato para la reaccion de PCR.
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Posterior a todos los procesos descritos
anteriormente se realiz6 la amplificacion por
PCR. EIl kit comercial “Extract-N-Amp” utilizado
esta optimizado para que la reaccién pueda ser
realizada a temperatura ambiente, sin tener
actividad polimerasa prematura. Se preparé el
mix de acuerdo a la tabla 2 (seccion
metodologia) en tubos de PCR (agua destilada,
mix comercial “Extract-N-AMp PCR reaction
mix”, partidores, y extraccion de DNA preparada
desde saliva) segun los volumenes que indica
el fabricante.

Para este estudio se utilizaron 8 uL de muestra

preparada desde saliva. Se  mezcld

suavemente, y se utilizé el

Imagen 4: Ejemplo de obtencién | Programa de

PCR detallado en la tabla 3. de El producto

muestra de saliva con

generado fue visualizado en un gel de

micropipeta.
agarosa 2%, utilizando SYBR green

y un transiluminador (imagen 5).

Patron de banda obtenido en gel de agarosa
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Imagen 5: patron de bandas obtenido en gel de agarosa 2%

Como podemos ver en las imagenes algunas de las muestras no presentan
producto de PCR amplificado: la nimero 3, 5, 8, 13, 15, 16 y 20.

En los pacientes que amplificaron podemos ver que el paciente 1, 2 y 6 de
acuerdo a lo publicado en investigaciones (33) parecen corresponder a genotipo B.
Paciente 4, 7, 9, 11 y 17 parece corresponder a genotipo N de acuerdo a lo
publicado en investigaciones (33).

Pacientes 12, 14, 18 y 19 son dificiles de determinar, ya que pareciera
corresponder a genotipo A, pero la imagen se visualiza tenue probablemente por

baja cantidad de ADN utilizado para la realizacién del ensayo.

Todos los resultados se encuentran resumidos en la siguiente tabla:
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MUESTRA SEXO EDAD GEMNOTIPO

1 1 7/GENCTIPO B

2 2 10/ GENOTIPO B

3 1 5 NO AMPLIFICO

4 2 9 GEMOTIPO M

3 2 10 NO AMELIFICO

] 2 10/ GENOTIPO B

7 1 8 GEMOTIPO M

8 1 5 NO AMPLIFICO

9 1 JIGENOTIPO M
10 2 6/INDETERM INADA
11 1 9 GEMOTIPO M
12 2 11 GEMOTIPO A
13 2 & NO AMPLIFICO
14 2 8 GEMOTIPO A
15 2 & NO AMPLIFICO
16 2 5 NO AMPLIFICO
17 1 7 GENOTIPOMN
18 2 9 GEMOTIPO A
19 2 7 GENOTIPO A
20 2 7 NO AMPLIFICO
20 X=745 |

Tabla 5: Resumen de resultados de muestra con su genotipo. Sexo 1:= Femenino,

Sexo 2= Masculino.
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9. DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo principal conocer los distintos genotipos de
S.mutans presentes en pacientes pediatricos atendidos en la clinica del nifio en la
Facultad de Odontologia de la Universidad Finis Terrae.

Se obtuvieron muestras de saliva de 20 nifios entre ellos hombres y mujeres, para
luego proceder a la extraccion de ADN siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante usando el kit comercial “Extract-N-Amp”, luego se obtuvo la

visualizacion en geles de agarosa 2%.

El experimento logro llevarse a cabo. Sin embargo, no todas las muestras
presentaron producto amplificado, lo que no quiere decir que el paciente no
presente la bacteria en estudio. Entre las hipotesis que consideramos podrian
explicar este resultado, estan:

I.  Aspectos experimentales al momento de realizar la extraccion de DNA.

ii. Poca concentracion de DNA en la muestra extraida.

iii.  La presencia de algun elemento que afecte o interfiera con la eficiencia de

amplificacion del PCR.

Para evaluar cada uno de estos puntos se requiere mas tiempo y herramientas de
las consideradas para la ejecucion de esta tesis, ya que implicaria solicitar
nuevamente la presencia del paciente para realizar una nueva toma de muestra y

extraccion.

Se logré identificar genotipos de S. mutans en la saliva de nifios tales como
genotipo B, Ny A, sin embargo no se puede concluir si hay correlacion de ciertos
genotipos de S. mutans y la experiencia de caries del paciente tal como se mostro
en una investigacion (34).

Ademas podemos decir que se logré la identificacion de un genotipo en cada

muestra y no multiples genotipos en cada muestra por lo que podemos decir que
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no existiria asociacién de que un paciente deba presentar todos los genotipos si

es que esta en actividad de caries.

Los resultados demuestran la variedad genotipica de cepas de S. mutans entre
individuos. Algunas de estas diferencias pueden o no explicar la presencia clinica

0 ausencia de caries lesiones y su gravedad clinica.

Se requieren mas ensayos para la identificacién de genotipos de S. mutans y la
posterior asociacion a la actividad de caries que presente el paciente. Sin
embargo, este tipo de ensayos son factibles de realizar de manera rapida, simple y
econoomica con el objetivo de profundizar nuestro conocimiento microbiolégico

oral.
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10. CONCLUSION

De acuerdo a los datos generados en este trabajo de tesis, podemos concluir que:

Es posible obtener DNA bacteriano desde muestras de saliva de pacientes
pediatricos atendidos en la Facultad de Odontologia de la Universidad Finis

Terrae, utilizando un kit comercial.

Se determind la existencia de genotipos diferentes de la especie bacteriana
Streptococcus mutans en la cavidad bucal de nifios entre 6 a 12 afios de edad con
distinta experiencia de caries, utilizando la herramienta de reaccion en cadena de

la polimerasa o PCR.
No fue posible asociar un genotipo especifico de la especie bacteriana S. mutans,

con una mayor experiencia de caries en los nifios analizados, ni con habitos de

higiene o alimentacion especificos.
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11. CRONOGRAMA

Meses: septiembre, ocubre, noviembre

Actividad

Planificacion mensual(semanas)

sl

sl

sl

Compra de materiales

Obtencion de muestras

Extraccion de DNA gendémico

Secuenciacion de muestras de

pacientes

Andlisis de datos generados

Generacion del informe y

publicacion
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13. ANEXO
13.1 Anexo 1. Consentimiento informado

FACULTAD ,
DE ODONTOLOGIA

UNIVERSIDAD FINIS TERRAE

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del Estudio: Genotipificacion de Streptococcus mutans en
pacientes pediatricos atendidos en la Universidad

Finis Terrae en el afio 2019

Investigador Estefania Castillo Vargas, Ph.D
Nicole Urzla, alumna tesista

Responsable: _
Danae Varas, alumna tesista

Unidad Académica: Facultad de Odontologia

El propdsito de esta informacidon es ayudarle a tomar la decisién de permitir la
participacion de su hijo/hija, familiar o representado -0 no- en una investigacion, vy,
si es el caso, para autorizar el uso de muestras humanas o informacion personal
(por ejemplo, informacién de la ficha clinica).

Lea cuidadosamente este documento, puede hacer todas las preguntas que

necesite al investigador y tomarse el tiempo necesario para decidir.
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1. Objetivos de la investigacion

La caries dental es una de las enfermedades orales prevalentes en la poblacion,
donde la poblacién pediatrica es especialmente susceptible debido a hébitos
alimenticios y/o rutinas higiene oral. Usted ha sido invitado/invitada a participar en
este estudio, ya que buscamos identificar patrones genéticos de la especie
bacteriana Streptococcus mutans, y relacionarlos al estado de salud oral de
pacientes pediatricos entre 6y 12 afios.
El objetivo de este estudio es conocer los distintos genotipos de esta bacteria
presente en la cavidad oral de pacientes pediatricos entre 6 y 12 afios, atendidos en
la clinica del nifio en la Facultad de Odontologia de la Universidad Finis Terrae

2 PROCEDIMIENTOS DE la investigaciéon: Metodologia
En este trabajo de investigacion, se le solicitara una muestra de 2 mL de saliva, a
recolectar en tubos plasticos estériles. Este procedimiento no afadira tiempo
adicional a su consulta, y no se le solicitara volver para la recoleccidén de una nueva
muestra. Es un procedimiento no invasivo, simple y rpido en el que se solicitara
gque el paciente se enjuague la boca con agua por 20 segundos, para luego
depositar su muestra de saliva en un recipiente.
Adicionalmente se le solicitaran algunos datos generales del paciente como edad,
sexo y minuta de alimentacién diaria, con el fin de complementar la informacién
experimental que se genere producto de este estudio.
Las muestras de saliva obtenidas seran utilizadas Unicamente en este estudio. Si
guedara un remanente, éste serd descartado siguiendo los protocolos adecuados
de acuerdo con el origen biolégico, bajo la responsabilidad de la docente
encargada, Dra. Estefania Castillo.

3 Beneficios

Es importante aclarar que el paciente no se beneficiara directamente por participar
en este estudio. Sin embargo, el conocimiento que se genere de este estudio podra
ser beneficioso en el futuro para el paciente u otras personas afectadas por caries
dental.
“Usted (o su hijo/hija, familiar o representado) no se beneficiara por participar en
esta investigacion de salud. Sin embargo, la informacion que se obtendra gracias a
su participacion sera de utilidad para conocer mas acerca de.... (explicar el objetivo

del estudio)”.
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4 Riesgos
Esta investigacion no presenta riesgos para el paciente.
Costos
Todo procedimiento asociado a este estudio y a la participaciéon del paciente estan
financiados por los investigadores y la institucion.

6 Confidencialidad de la informacion
La informacion obtenida se mantendra en forma confidencial, ya que las muestras
seran identificadas con un cddigo que les permitira a las alumnas tesistas
asociarlas a la informacion general entregada por el paciente, pero sin relacionarlo
con el nombre ni ningan otro identificador personal del paciente.
Es importante mencionar que es posible que los resultados obtenidos en este
estudio sean presentados en congresos 0 revistas. Sin embargo, el nombre del
paciente no sera dado a conocer.

7  Voluntariedad
Su participacion en esta investigacién es completamente voluntaria.
Usted tiene el derecho a no aceptar participar o a retirar su consentimiento y retirar
a su hijo/hija, o representado de esta investigacién en el momento que lo estime
conveniente. Al hacerlo, su hijo/hija, o representado no pierde ningin derecho que
le asiste como paciente de esta institucion, y no se verd afectada la calidad de la
atencién médica que merece.
Si usted retira su consentimiento, las muestras de saliva seran eliminadas y la
informacion obtenida no sera utilizada.

8 Preguntas
Si tiene preguntas acerca de esta investigacion odontolégica, puede contactar o
lamar al Investigador Responsable del estudio, Dra. Estefania Castillo Vargas, al
teléfono +56997586286.
Este estudio fue aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Universidad Finis
Terrae. Si tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en una
investigacion meédica, usted puede escribir al correo electronico: cec@uft.cl del
Comité ético Cientifico, para que la presidenta, Pilar Busquets Losada, lo derive a la
persona mas adecuada.

9 Declaracion de consentimiento
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e Se me ha explicado el propésito de esta investigacion, los procedimientos,
los riesgos, los beneficios y los derechos que asisten a mi hijo/hija, o
representado, y que puedo retirar a mi hijo/hija, o representado de ella en el
momento que lo desee.

e Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzado/forzada a hacerlo.

e No estoy renunciando a ningun derecho que asista a mi hijo/hija, o
representado.

e Se me comunicara de toda nueva informacion relacionada con el estudio del
farmaco / equipo / otro que surja durante la investigacion y que pueda tener
importancia directa para mi representado (a mi hijo/hija, o representado).

e Se me hainformado que tengo el derecho a reevaluar la participacion de mi
hijo/hija, o representado en esta investigacibn segln mi parecer y en
cualquier momento que lo desee. En el caso de retiro, no sufriré sancién o
pérdida de derechos a la atencién sanitaria.

e Yo autorizo al investigador responsable y sus colaboradores a acceder y
usar los datos contenidos en mi ficha clinica para los propdsitos de esta
investigacion. Y el uso de material humano de mi propiedad si el estudio lo
amerita.

e Al momento de la firma, se me entrega una copia firmada de este documento.

Firmas

Participante
Nombre, firma y fecha.

Representante

Nombre, firmay fecha de padre, madre o representante/ tutor legal

Investigador
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Estefania Castillo Vargas, Ph.D

Director de la Institucién o su delegado nombre, firmay fecha.

Asentimiento (solo si hay menores de edad)

Nombre del Estudio: Genotipificacion de Streptococcus mutans en
pacientes pediatricos atendidos en la Universidad
Finis Terrae en el afio 2019

Investigador Estefania Castillo Vargas, Ph.D
Nicole Urzla, alumna tesista

Responsable: )
Danae Varas, alumna tesista

Unidad Académica: Facultad de Odontologia

¢, Por qué estas aqui?

Porque vamos a realizar un estudio para determinar la presencia de variedades de
una bacteria presente en la boca. Estas bacterias, en ciertas condiciones
ambientales, pueden asociarse al desarrollo de caries.

¢;Por qué estan haciendo el estudio?

Te pedimos tu participacion, porque gueremos saber mas sobre esta bacteria en la
boca de nifios chilenos.

;Oué te sucedera?

Si aceptas estar en nuestro estudio, te pediremos que te enjuagues la boca con
agua, y que luego nos des una muestra de tu saliva en un tubo especial.

¢.Dolerdn los procedimientos del estudio?
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Este estudio no te va a provocar ningun dolor ni molestia.

Debes informar a tus padres y al médico si te sientes mal en cualquier momento.

¢ Cuales son los beneficios de participar en el estudio?

Si participas en el estudio no vas a tener un beneficio directo. Sin embargo, nos vas
a ayudar a generar conocimiento que sera util en un futuro.

;Tendré que pagar algo por participar en el estudio?

Ni td, ni tus padres deberan pagar nada por tu participacién. Todos los gastos de
procedimiento experimental que correspondan al estudio seran pagados por el
patrocinador del estudio y no por tu familia.

¢;Ouién conocerd o verd la informacion que obtenga sobre mi?

Toda la informacién obtenida sobre ti durante el estudio sera confidencial. Nadie lo
sabréa excepto el docente a cargo, y las alumnas tesistas. Se te asignara un codigo
especifico para almacenar tu muestra de saliva, el que serad usado con toda la
informacién correspondiente a ti.

¢, Debo participar en el estudio?

No es obligatorio que participes en este estudio, es absolutamente voluntario.
Puedes tomarte el tiempo que consideres necesario para decidir si participas o no.
Puedes cambiar de opinion en cualquier momento durante el estudio y retirarte. Es
tu decision. Nadie puede enojarse contigo si decides que no quieres continuar en
el estudio. Les hemos preguntado a tus padres si aceptan que participes en el
estudio. Aun asi, si tus padres acepten que participes en el estudio, tu puedes decir
que no.

,Qué pasa si tengo alguna pregunta?

Puedes hacer preguntas las veces que quieras en cualquier momento del estudio.

Mi aprobacién

Si firmas este papel quiere decir que lo leiste, o alguien te lo ley6, que se
respondieron a todas tus preguntas y tu quedaste conforme con dicha respuesta,
gue gquieres participar, sin que nadie te este presionando, conociendo todo los
antecedentes del estudio que se enumeran en este documento y en el formulario de
consentimiento informado, el cual también te fue leido y explicado, y que deberan

firmar tus padres si ta decides participar en este estudio.
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Si no quieres estar en el estudio, no lo firmes. Recuerda que tu decides estar en el
estudio y nadie se puede enojar contigo si no firmas el papel o si cambias de ideay

después de empezar el estudio, si te quieres retirar.

Si tiene preguntas o preocupaciones sobre este estudio, 0 experimentas cualquier
problema puedes comunicarse con: Dra. Estefania Castillo Vargas, al teléfono
+56997586286, 0 a la direccion de correo electrénico ecastillo@uft.cl.
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13.2 Anexo 2. Encuesta validada.

FACULTAD

DE ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD FINIS TERRAE

Encuesta

Extracto de “Validacién de un cuestionario para evaluar riesgo de caries en
preescolares en Santiago, Chile” (Int. J. Odontostomat., 12(1):135-155, 2018.)

Sexo del paciente:

Edad del paciente:

Sexo del cuidador:
Edad del cuidador:

Parentesco con paciente:

1. ¢Ha estado el nifio/nifia en tratamiento prolongado para alguna de las
siguientes enfermedades?

a. Alergia

b. Asma

c. Epilepsia

d. Hiperactividad

e. Otraenfermedad:
f.  Ninguno

2. ¢Cuéndo el nifio/nifia se cepilla los dientes, usa pasta de dientes?

51



Nunca Casi nunca Casi siempre Siempre

3. El nifio/nifia, ¢se cepilla regularmente los dientes después de comer, beber

0 consumir un remedio antes de dormir?

Nunca Casi nunca Casi siempre Siempre

4. (A qué edad comenz6 a consumir el nifio/nifia los siguientes alimentos o

bebidas? Marque con una X donde corresponda:

Alimento Menosdel | Entrely2 | Mas de2 Nunca ha No sé/No

ano anos anos consumido recuerdo

Bebidas

gaseosas

Chocolate

Galletas

dulces

Golosinas
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Chicles

Golosinas
saladas

Helados

5. ¢ Qué clases de alimentos come el nifio/nifia generalmente entre comidas

regulares? Por favor, revise la lista y marque todas las opciones que

apliquen.
Masas saladas Masas dulces
Caramelos Azucar
Yoghurt sin Chocolates
azucar
Yoghurt con Postres con
azucar azlcar
Cereales con Frutas frescas sin
azlcar azlcar
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Frutas frescas Otros

con azucar

Frutos secos

6. ¢Qué liqguidos toma generalmente el niflo/nifia entre comidas? Por favor, lea

la listay marque todas las bebidas que apliquen.

Agua de la llave

Agua mineral (sin azucar)

Jugo natural de fruta sin azlcar

Liquidos azucarados (té, bebidas, jugos

preparados o en polvo con azucar)

Lacteos azucarados (leche, leche cultivada,

yogurt liquido con azlcar)

Liguidos sin azucar (té, bebidas, jugos

preparados o en polvo con endulzante)
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Lacteos sin azucar (leche, leche cultivada,
yogurt liquido con endulzante)

Otros
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