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Trabajo de Investigacion

Cuantificacion de bacterias relacionadas con la caries
dental en saliva de adultos y adultos mayores

Quantification of caries-associated bacteria from saliva
of adults and older adults

Giacaman RA', Muioz-Sandoval C', Bravo Gonzalez E', Farfan-Cerda P’

RESUMEN

Introduccioén: Se considera que Streptococcus mutans (S. mutans)y Lactobacillus spp. se asocian con la caries. Otras especies del biofilm oral, como
Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) han sido sindicadas como protectoras, pero principalmente en nifos. Existe escasa evidencia sobre el nivel
de estas bacterias en adultos mayores. Objetivo: Determinar si existen diferencias en los recuentos microbianos de tres especies relacionadas con
la caries en pacientes adultos y adultos mayores. Materiales y Métodos: Una muestra de pacientes por conveniencia compuesta de 63 pacientes
(18 a 79 afios) proporciond saliva estimulada con la que se sembraron placas de agar MSB, MM10 SB y Agar Rogosa para el cultivo de S. mutans,
S. sanguinis y Lactobacillus spp., respectivamente. Los recuentos bacterianos fueron expresados como UFC/mL. Resultados: Los recuentos de S.
mutans y Lactobacillus spp. no mostraron variaciones relacionadas con la edad (p>0.05). Los adultos mostraron mayores recuentos de S. sanguinis
que los adultos mayores, 3.7 x 10°+ 3.8 x 105 UFC/mL y 5.9 x 10*+ 9.4 x 10* UFC/mL, respectivamente (p<0.05). Conclusiones: La edad no parece
afectar los niveles de especies tradicionalmente consideradas como cariogénicas. Estos resultados sugieren que la edad puede relacionarse con los
patrones de colonizacién de S. sanguinis en el biofilm oral.
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ABSTRACT

Introduction: Streptococcus mutans (S. mutans) and Lactobacillus spp. have been traditionally associated with caries, regardless of the subject’s
age. Other oral biofilm species have been linked as caries protective, including Streptococcus sanguinis (S. sanguinis), but mainly in children. Scarce
evidence exists on the levels of these bacteria in older adults. Aim: To determine whether there are differences in the microbial counts of three
caries-associated bacterial species in adults and older adults. Methodology: A convenience sample of sixty three patients, aged 18 to 79 years,
participated in the study. Stimulated saliva samples were obtained and in MSB, MM10 and Rogosa agar plates for the culture of S. mutans, S.
sanguinis and Lactobacillus spp., respectively. Bacterial counts were obtained by microscopic observation (10x) of the colonies and expressed in
CFU/mL. Results: Bacterial counts of S. mutans and Lactobacillus spp. did not reveal age-related differences (p>0.05). Adults showed higher S.
sanguinis counts than older adults with 3.7 x 10° + 3.8 x 10° CFU/mL and 5.9 x 10* + 9.4 x 10* CFU/mL, respectively (p<0.05). Conclusions: Age
does not seem to affect the levels of bacterial species traditionally associated with caries. The results suggest that age may be related to colonization
patterns of S. sanguinis in the oral biofilm.
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INTRODUCCION

La caries continla siendo un problema altamente prevalente
en todo el mundo™. Particular interés reviste la caries radicular en el
adulto mayor, dado el explosivo aumento demografico de la poblacion®.
El envejecimiento conlleva numerosos cambios, los que repercuten en
las condiciones medioambientales orales. Durante el desarrollo de la
denticién, el numero y tipo de microorganismos orales cambian acorde
avanza la edad, particularmente en edades tempranas®. La cavidad
oral es colonizada por diferentes microbiotas segun la topografia en que
se encuentren. Se han descrito mas de 700 especies bacterianas que
pueblan cada uno de estos nichos ecoldgicos®.

En la concepciéon actual de la etiopatogenia de la caries,
cambios medioambientales orales generan predominancia de algunas
especies con potencial acidogénico, necesario para la generacion
de lesiones de caries®. En ese estado de desequilibrio, la flora oral
muestra composiciones diferentes a las que se observan en salud.
Asi, por ejemplo, las especies tradicionalmente asociadas con lesiones
de caries incluyen a Streptococcus mutans (S. mutans), S. sobrinus,

Actinomyces spp. y Lactobacillus spp.®. Se ha reportado que dichas
especies cariogénicas se mantendrian constantes independientemente
de la edad de los sujetos®®), aunque la evidencia al respecto es limitada
y escasa. Por afios se consider6é a S. mutans como el principal agente
etiolégico de caries dental®. Su rol patogénico implicaba la iniciacién de
la desmineralizacion del esmalte en la caries coronal y de la superficie
de la raiz en las caries radiculares'?. Su presencia es ubicua en la boca,
tanto en placa como en saliva de adultos y adultos mayores!'". Pese a su
marcado potencial cariogénico, su asociacién con la caries, en términos
numeéricos no es clara? y se mantiene como un tema controversial.
Por otro lado, Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) es uno de los
colonizadores tempranos del biofilm oral. Este microorganismo constituye
aproximadamente el 15% de la microflora oral, lo que se traduce en altos
recuentos de S. sanguinis en saliva™®. En un papel antagénico con S.
mutans, S. sanguinis se ha asociado con sitios libres de la enfermedad.
Las investigaciones revelan que S. sanguinis podria competir con S.
mutans por la colonizacién de superficies dentarias desde el momento en
que se produce la erupcion de los dientes!™'%). En nifios, se ha descrito
una asociacion directa entre la colonizacion por S. sanguinis 'y
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la cantidad de dientes libres de caries e inversa en aquellos dientes que
presentan las lesiones!'®. Los mecanismos de antagonismo bacteriano
entre estas dos especies incluyen la formacién de mutacinas por parte de
S. mutans y la de peroxido de hidrégeno por parte de S. sanguinis™®. A
pesar que esta asociacion ha sido descrita en términos de la colonizacién
bacteriana global de la boca en nifios y adolescentes(*1517.18) existe
escasa informacion respecto a la relacion S. mutans 'y S. sanguinis en
adultos y adultos mayores.

Otra especie relacionada con la etiologia y patogénesis de la
caries son especies de Lactobacillus spp. Dichos microorganismos se
asocian mayormente con la colonizaciéon de zonas retentivas creadas
por las lesiones en las que quedan atrapados fisicamente, aumentando
en numero durante la progresion y avance de la caries!'®. Ademas de
la presencia de especies tipicamente consideradas como cariogénicas
para caries radicular, existen otras bacterias que se sumarian al proceso
en adultos mayores, constituyéndose asi un biofilm de alta complejidad
como lo revelan estudios recientes®). Pese a ello, no hay claridad sobre
el tema, el que resulta relevante para comprender de mejor manera la
problematica particular que enfrentan los adultos mayores en términos
de caries. De alli que el objetivo del presente estudio fue comparar los
recuentos salivales de algunas especies del biofilm oral con un rol en la
caries dental; S. mutans, S. sanguinis 'y Lactobacillus spp., en adultos y
adultos mayores de especies tradicionalmente relacionadas con caries
de las superficies de la raiz dentaria.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos

Se realiz6 un estudio de corte transversal con sujetos adultos
y adultos mayores invitados a participar. Para ser incluidos en el estudio
los sujetos debian tener entre 18 y 39 afios para los adultos y 60 afios
0 mas para los adultos mayores. Se excluyeron de esta investigacion
los desdentados totales, fumadores, consumidores de alcohol, los
que se encontraban o hayan recibido tratamiento de quimioterapia o
radioterapia de cabeza y cuello, embarazadas y todos los sujetos que
hubiesen recibido terapia con antibiéticos durante los ultimos 6 meses.
Los participantes debian firmar un consentimiento informado aprobado
por el Comité de Bioética de la Universidad de Talca, el que también
aprobé el protocolo del estudio.

Toma de Muestra Salival

Cada paciente fue instruido en no comer, lavar o enjuagar sus
dientes al menos una hora antes de la toma de muestra de saliva para el
examen microbioldgico. De ser necesario, sélo podian beber agua. Las
muestras de saliva fueron recolectadas mediante flujo salival estimulado
(5 mL)@, Las muestras fueron trasladadas refrigeradas al laboratorio
(4°C) para su posterior procesamiento microbiolégico.

Estudio Microbiolégico

La saliva fue homogeneizada en un agitador de tubos (Maxi
Mix Il tipo 37600 Mixer, Panel, EE.UU.) durante 30 seg. Luego, 100 pL
de la muestra fueron diluidos seriadamente en 900 pL de NaCl al 0.9%
(v/v) hasta la diluciéon 1: 1000. A partir de la dilucién final, 50 pL fueron
sembrados sobre placas de agar Mitis-Salivarius-sacarosa-bacitracina
(MSB) (BD, Sparks, EE.UU.)??, altamente selectivo para S. mutans.
Otros 50 uL fueron transferidos a placas de agar del medio MM10 agar
sangre sacarosa (MM10 SB agar), medio no selectivo diferencial para
S. sanguinis®. Una ultima alicuota de 50 uL de la muestra diluida sirvié
para sembrar dos placas por cada participante del estudio de Agar
Rogosa (Merck, Darmstadt, Alemania)®¥, selectivo para Lactobacillus
spp. Una vez sembradas, las placas fueron incubadas anaerébicamente
en jarras mediante la adicion de un sobre de anaerobiosis comercial
con indicadores (Anaeropack, Mitsubishi Gas, Chemical Company,
Inc. Japon) a 37°C por 48 h para S. mutans y Lactobacillus spp.y 72 h
para S. sanguinis. Transcurrido el tiempo de incubacién se procedi6 al
recuento de colonias. Las colonias de cada especie fueron identificadas
fenotipicamente sobre las placas de Petri utilizando una lupa Spencer
(10x). Los parametros de identificacion fenotipica utilizados para S.
mutans incluyeron aquellas colonias adherentes, café grisaceas, con
superficie rugosa, apariencia de vidrio esmerilado, de consistencia
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dura, y que no pueden ser disgregadas cuando se manipulan con un
asa de platino®. Las colonias de S. sanguinis fueron identificadas
como aquellas firmes, adherentes, de forma estrellada y que no pueden
ser disgregadas®?’). Para la identificacion de los Lactobacillus spp.,
se contaron las colonias que mostraran superficies convexas, lisas,
circulares y con bordes regulares®). La cantidad total de colonias
presentes en las placas de Petri se obtuvo mediante el recuento de
las colonias individuales, ajustando por el factor de dilucién utilizado
para cada tipo de cultivo, obteniéndose asi el nimero final de unidades
formadoras de colonias por mL (UFC/mL).

Analisis Estadistico

La variable dependiente del estudio; recuento de especies, fue
comparada entre los grupos de sujetos adultos y adultos mayores. Se
verificd la normalidad en la distribucion de los datos mediante el test
de Smirnov Kolmogorov, constatandose que la ausencia de normalidad,
por lo que las comparaciones fueron realizadas mediante la prueba no-
paramétrica de U. de Mann-Whitney utilizando el programa SPSS v.14.0.

RESULTADOS

Un total de 63 sujetos participaron en este estudio de corte
transversal (31 adultos; 15 hombres y 16 mujeres y 32 adultos mayores;
16 hombres y 16 mujeres), seleccionados por conveniencia de entre
los pacientes en atencion en el Centro de Clinicas Odontolégicas de la
Universidad de Talca (Tabla 1). El promedio de edad de los pacientes
adultos fue 27.46 (+ 3.75) afios, mientras que el de adultos mayores fue
de 65.68 (+ 6.12) afios.

Al andlisis de los recuentos bacterianos, no se detectaron
diferencias (p>0.05) en las cantidades de S. mutans entre adultos y
adultos mayores con recuentos de 2.3 x 10° + 3.3 x 10°y 2.4 x 10°
2.8 x 108UFC/mL, respectivamente (Figura 1). En cambio, los recuentos
de S. sanguinis fueron mayores (p<0.05) en los adultos que los adultos
mayores, con un promedio de 3.7 x 10° + 3.8 x 105 UFC/mL y 5.9 x
10* £ 9.4 x 10* UFC/mL, respectivamente (Figura 2). Respecto de las
cantidades de Lactobacillus spp., no se lograron apreciar diferencias
significativas (p<0.05) entre los grupos en estudio con recuentos de 2.6 x
108+ 3.7 x 108 UFC/mLy 2.4 x 10¢ + 3.3 x 10% UFC/mL, respectivamente
(Figura 3). Adicionalmente, se realizaron comparaciones por sexo entre
los adultos y adultos mayores y al interior de cada uno de ellos, sin
encontrar diferencias (p>0.05).

Tabla 1. Distribucion de pacientes por edad y género.

Masculino o Femenino o o
Edad () % ) % Total %
18-39 15 238 16 254 31 49.2
260 16 254 16 254 32 50.8
Total 31 49.2 32 50.8 63 100
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Figura 1. Recuento S. mutans de adultos y adultos mayores. Las barras indican el
recuento promedio de S. mutans segun grupo etario. Las barras de error indican
la ds.
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Figura 2. Recuento S. sanguinis de adultos y adultos mayores. Las barras indican
el recuento promedio de S. sanguinis segun grupo etario. Las barras de error
indican la ds (*=p<0.05).
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Figura 3. Recuento Lactobacillus spp. de adultos y adultos mayores. Las barras
indican el recuento promedio de Lactobacillus spp. segun grupo etario. Las barras
de error indican la ds.

DISCUSION

El biofilm oral es una consorcio bacteriano organizado y
metabdlicamente activo compuesto de cientos de especies bacterianas
diferentes embebidas en una matriz de polisacaridos®. Es razonable
especular que los cambios asociados a la edad afecten de cierta
forma la ecologia oral. Alteraciones en la saliva y en el flujo salival
producto del consumo de farmacos, la secrecién de anticuerpos, la
exposicion radicular®, son algunos de los multiples factores que pueden
condicionar un cambio en las condiciones locales orales que pueden
afectar consecuentemente la composicién del biofilm oral.

A otras edades del ciclo vital se han descrito cambios del
biofilm oral. Los cambios relacionados con el crecimiento durante la
pubertad y aquellos asociados a la erupcion de las piezas dentarias®
crean situaciones que favorecen la proliferacion de ciertas especies.
En los adultos, se cree que la microflora se mantiene relativamente
estable a menos que el ambiente se altere, como ocurre durante la
enfermedad®. Sin embargo, existen pocos estudios sobre la microflora
oral en individuos de avanzada edad('?). Los resultados de esta
investigacion sugieren que S. sanguinis fluctia en sus niveles en relacién
a la edad. Asi, adultos mayores muestran menores recuentos de este
microorganismo que adultos mas jovenes. Por otro lado, otras especies
consideradas tradicionalmente cariogénicas®, como S. mutans y los
Lactobacillus spp., no parecen ser afectadas en cantidad entre ambos
grupos etarios. Estos resultados son consistentes con investigaciones
que no revelan diferencias etarias en los recuentos de S. mutans‘".
En la misma direccién, se ha reportado que incluso los recuentos de
estos microorganismos supuestamente cariogénicos no se relacionan
con tasas diferenciales de caries en una poblacion adulta con alta
experiencia de caries!'?. La relacion de estas especies con la caries, mas
bien radicaria en una mayor expresion de factores de virulencia como los
polisacaridos de adhesién secretados por ellos. Es importante destacar
que las metodologias empleadas en este estudio para la identificacion y
recuento bacteriano son técnicas microbioldgicas basicas ampliamente
utilizadas en la literatura. Sin embargo, los desarrollos actuales de
técnicas moleculares para la deteccion y recuento de especies podrian

mejorar la precision de estos hallazgos. Otro punto importante de
destacar es que en este trabajo no se registré la historia de caries de
los participantes debido a que el objetivo era analizar diferencias entre
ambos grupos etarios. Pese a ello, futuros estudios deberian considerar
la asociacion de los niveles bacterianos con la experiencia de caries a fin
de analizar una posible relaciéon causal.

La evidencia disponible sobre la microflora oral asociada al
proceso de caries en adultos mayores es escasa. Se ha descrito que
ademas de las especies tipicamente asociadas a la caries radicular
como S. mutans, Actinomyces y Lactobacillus spp, otras especies se
asocian fuertemente con superficies radiculares de adultos mayores®.
Menos claro, sin embargo, el biofilm de adultos mayores en condiciones
de salud no ha sido bien caracterizado. Por otro lado, se ha mostrado
que los recuentos de S. mutans aumentan con la severidad de la
enfermedad periodontal®, la que también aumenta con la edad. Pese
a que se consideraba tradicionalmente que S. mutans y Lactobacillus
spp. aumentaban directamente con la actividad de caries®, recientes
investigaciones muestran que los niveles de Lactobacillus spp. en
superficies radiculares con y sin caries no difieren significativamente
entre si®", Dada la falta de correlato entre caries y los recuentos de S.
mutans y Lactobacillus spp, en esta investigacion los pacientes fueron
reclutados sin considerar la presencia de caries.

En el caso de S. sanguinis, se constatd un mayor recuento
en grupos de adultos que en adultos mayores. Dado que S. sanguinis
es un colonizador temprano del biofilm oral es esperable que se asocie
mas a superficies dentarias duras, por lo que en sujetos jovenes que
habitualmente poseen mayor nuimero de dientes, podrian aislarse
mas microorganismos de esta especie que en adultos mayores que
frecuentemente han perdido gran cantidad de dientes®?.

Los hallazgos de la presente investigacion que muestran
proporciones diferenciales de S. sanguinis en adultos y adultos mayores
resultan de alto interés en odontologia. S. sanguinis parece interactuar
con S. mutans y competir por la colonizacién del biofilm que se forma
sobre los tejidos mineralizados dentarios!'”. Esta competencia tendria
lugar desde la erupcidon de los dientes('®3334, La bacteria S. sanguinis
seria mas efectiva en colonizar superficies libres de caries, mientras que
S. mutans estaria mas ligado a la colonizacién de dientes con lesiones
activas(183%), Pese a que esta asociacion ha sido descrita en términos de la
colonizacion bacteriana global de la boca en nifios y adolescentes('7:36-38),
existe escasa informacion respecto a la relacion de S. mutans y S.
sanguinis en adultos('®. Las complejas condiciones de cultivo de estos
microorganismos, junto con una distribucion no homogénea de ellos en
la cavidad oral pueden influir en la carencia de estudios en poblaciones
adultas®®.

Se ha especulado que el aumento relativo del numero de S.
mutans por sobre el de S. sanguinis podria servir como indicador de
riesgo de caries®404"), | a presencia de S. mutans por si solo puede no
ser el tinico indicador de riesgo‘'?, como lo hemos reportado previamente.
Estos hallazgos abren el camino para nuevas investigaciones tendientes
a indagar sobre el rol de S. sanguinis en el proceso de caries de adultos
y particularmente de adultos mayores. Las potenciales aplicaciones de
estos resultados incluyen el desarrollo de examenes microbioldgicos
diagndsticos basado en los recuentos de S. sanguinis para incorporarlos
en la determinacién de riesgo de caries. Aun asi, estos hallazgos,
sblo pueden ser considerados como datos preliminares y nuevas
investigaciones se hacen necesarias para ahondar en el tema.
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