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I. RESUMEN

La caries dental es a nivel mundial la enfermedad bucal de mayor prevalencia
fanto en nifios como en adultos. La caries es una enfermedad infecciosa y
prevenible donde interactizan una diversidad de factores de riesgo como lo son: la
dieta cariogénica, malos habitos de higiene bucal, baja capacidad buffer de la

saliva, apif dental, estrato 6 entre otros, aunado a una

gran variedad de el mutans (S.

mutans), considerado como el principal microorganismo colonizador del biofilm e
iniciador del proceso carioso y del que se ha observado actualmente una mayor
prevalencia

La generacion de alcali en saliva y biofilm dental es producto de la actividad de
dos vias enziméticas productoras de amonio, hidrélisis de urea por la enzima
ureasa y la hidrélisis de arginina a través de enzimas del sistema arginina
deiminasa (SAD), ambas provenientes de bacterias presentes en la cavidad oral,
vias que presentan un potencial alcalinogénico, mecanismo enzimatico que podria
estar asociado positivamente en la disminucion de unidades formadoras de

colonias en especifico de los S. mutans.

El objetivo de esta investigacion realizada en una poblacion infantil, fue la
cuantificacion de la actividad del mecanismo enzimatico del sistema arginina
deiminasa (SAD) en la disminucion de unidades formadoras de colonias de S.
mutans, de una poblacion infantil de 12 afos de edad, en una escuela primaria de
Tepic, Nayarit.

El método de estudio fue por conveniencia, el analisis estadistico incluyo calculo

de distribucion de frecuencias, x* de Pearson y la medida de razon. La variable

dependiente fue las unidades de colonias de mutans y

la independiente arginina. La muestra por conveniencia fue de 38 nifios de 12
anos de una escuela primaria de Tepic, Nayarit, que cumplieron los criterios de

inclusién y firmado el jento informado.



Se tomé a cada nifio una muestra de saliva no estimulada de 15 ml. En el
laboratorio se preparo el medio de cultivo para el S. mutans. Se vertieron por
triplicado, por caja 0.5ml de saliva en 5mi de agar salivarius en el blanco, 0.5mi
desaliva en 5mi de agar salivarius en la dilucion 1.5% de arginina y 0.5ml
de saliva en 5mi de agar salivarius en la dilucion 2.0% de arginina

Se utilizo el sistema Cariescreen para efectuar la lectura e interpretacion de los
resultados de acuerdo con la densidad de las colonias desarrolladas que se
comparan con una tabla de valoracién, en donde se presentan 3 niveles de riesgo
bajo (con 3 niveles), moderado (con dos niveles) y alto.

Los resultados mostraron que al agregar la dilucion de arginina al 1.5% y al 2.0% a
las muestras de saliva los niveles de riesgo de infeccion por S. mutans
disminuyeron considerablemente a niveles més bajos, disminuyendo a cero los
niveles de riesgo alto y medio, presentando nivel bajo 1 el 39% de las muestras
cuando en la muestra blanco los niveles de riesgo bajo 1y 2 fueron de cero.

En la bisqueda bibliografica no se encontré evidencia de estudios sobre la
relacion que existe entre la arginina quimicamente pura en saliva y los niveles de
S. mutans, pero si se encontraron resultados de investigaciones con relacion a
pastas dentales adicionadas con arginina y los niveles de Streptococcus mutans
en saliva que muestran un incremento en la metabolizacion del amoniaco,
promoviendo una proteccion superior contra lesiones cariosas en pacientes con
alto riesgo de caries, por lo que coincidimos con esos estudios al mostrar que los
niveles de S. mutans decrecen al adicionar a la saliva la dilucion con arginina al
1.5% y 2.0%, mostrando la arginina proteccion contra el desarrollo de colonias
bacterianas de S. mutans (caries dental).



II. INTRODUCCION

La caries dental es uno de los problemas de salud mas comunes en los palses
desarrollados y en desarrollo; datos epidemiologicos a nivel mundial reportan un
aumento alarmante en el indice de esta enfermedad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informa que la caries dental tiene una
prevalencia del 60-90% a nivel mundial, presentandose tanto en denticion
temporal como en permanente, siendo México reportado por la OMS como un pais
con una alta prevalencia."? motivo por el cual es necesario desarrollar estrategias

enfocadas a prevenir la caries dental.

Varias investigaciones realizadas in vitro e in vivo demuestran que la modulacion
alcalinogénica de saliva y biopelicula oral a través de la produccion de 4lcali por
bacterias orales influyen de forma beneficiosa en la integridad de la estructura
dental mediante la neutralizacion de acidos y el control de la aparicion de
microbiota cariogénica, constituyendo de esta manera una estrategia prometedora

en el control de las caries dental

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo cuantificar la cantdad de
unidades formadoras de colonias de Streptococcus mutans en saliva adicionada
con dilucién de arginina al 1.5% y 2.0%, ademas de poder determinar el efecto
protector de la arginina con el nivel de riesgo de formacion de unidades
formadoras de colonias de Streptocooccus mutans, aportando asi un paso a una
nueva estrategia dirigida a la prevencion de caries en las poblacion en general,
pudiendo apoyar con evidencia experimental en el desarrollo de nuevas medidas
preventivas que aumenten la eficiencia en el control de salud bucal.



Planteamiento del problema

La caries dental es la enfermedad bucal de mayor prevalencia en el hombre, es
una enfermedad infecciosa, progresiva e irreversible de etiologia multifactorial que
puede ser prevenible. El principal responsable de las lesiones de caries es el
Streptococcus mutans por ser altamente virulento y responsable de la acidificacion
local del medio oral, favoreciendo la degradacion de hidratos de carbono de la
dieta. El grado de infeccién por el Streptococcus mutans en la saliva refleja el
grado de infeccion existente en los dientes y el pH salival va a depender de las

de . un en fa de

bicarbonato resulta en un incremento del pH que favorece el control de la

microflora oral.

Actualmente se ha adicionado arginina a las pastas dentales para la prevencion de
caries, por lo que surge la pregunta de investigacion

¢(Es efectiva la arginina en la disminucion de colonias bacterianas de
Streptococcus mutans en saliva de nifos de 12 afios de una Escuela Primaria de
Tepic, Nayarit?



Marco teérico conceptual

Factores de riesgo

La caries dental es definida como un proceso infeccioso localizado de origen

multifactorial, en el que interactian factores de riesgo que contribuyen a su

desarrollo.

N
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Dieta cariogénica. La alimentacion basada en el consumo frecuente de
carbohidratos, se considera como el primer factor causante de actividad
cariosa, no solo influyendo en que contenga alto contenido de azicar, sino
también su singular solubilidad, caracteristicas fisicas del alimento,
retencion, capacidad para la estimulacion de flujo salival, textura, tamaio y
forma de las particulas, frecuencia y horarios de consumo asi como
también el tiempo que esta en cavidad oral, que son reiteradamente

relacionadas con la produccion de acido por los microorganismos

acidogénicos, y por consiguiente con la aparicion de caries.*>®

Mala higiene bucal. El acimulo de placa dentobacteriana, formada por los
microorganismos fermentadores favorece el proceso de desmineralizacion,
aumentando el riesgo de caries.® "%

Afectaciones en la cantidad y/o calidad de la saliva. La saliva es una
solucion supersaturada de calcio y fosfato que contiene flior, proteinas,
inmunoglobulinas y glicoproteinas, entre otros elementos; varias de sus
funciones tales como la antibacteriana, la amortiguadora del pH, la de
autolimpieza y la de promocién de mineralizacion-remineralizacion
persiguen la proteccion de la estructura dental, por lo que alguna alteracion
eleva la probabilidad de caries.*" %2

Infeccion bacteriana. Es el microorganismo asociado con el inicio de la
actividad cariogénica, aunque la infeccién bacteriana es necesaria pero no
suficiente para el desarrollo de la enfermedad >'*'"?

Periodos criticos de susceptibilidad. Dichos periodos entran dentro de los
rangos de entre los 6 y los 24 meses y entre los 6 y 11 afios de edad,
coincidiendo con el recambio dental ™



¥ Uso de fluoruros de acuerdo al riego de caries. El especialista debe valorar

su uso y dosificacion después de valorar el riego de caries.'®

Pocas o nulas visitas al dentista. La revision periédica pemite ubicar los

factores de riesgo y detectar lesiones incipientes.®

Factor socioeconomico. Los autores Baelum y Fejerskov senalaron que el
grado de instruccion y los ingresos econdmicos de los padres son factores
importantes para el desarrollo de la caries dental, demostrando que el nivel
educativo de los padres es un factor determinante para el desarrollo de

caries, con una prevalencia mayor en los nifios de clase social baja.'"®

Proceso desmineralizacion y remineralizacion
La caries dental es un proceso que inicia después de la erupcion dentaria, la
causa de este proceso se atribuye a disturbios en la homeostasis oral, la primera
es la perturbacion de fa homeostasis mineral entre el diente y el fluido oral y la
segunda en la homeostasis microbiana en el biofiim, estos ciclos son guiados por
un proceso de desmineralizacion y remineralizacion que destruye Ia estructura
dura del diente llegando a formar una cavidad y dichas alteraciones se pueden
apreciar microscopicas y macroscopicamente en la estructura dental.'”?”
Cuando esta en la etapa de desmineralizacion metabolica la microbiota
cariogénica deja como resultado la ya conocida lesion cariosa ocasionada por la
6 en la cula dental, la aparicion de

bacterias como mutans y L , realizando la

fermentacion acelerada de los carbohidralos hasta llegar a valores bajos de pH

que aceleran la desmineralizacion de los dientes *'

El proceso de la se por la 6n de
compuestos como calcio, fosfato y diversos iones en la superficie o dentro del
esmalte parcialmente desmineralizado, pudiendo provenir los iones del tejido
mineralizado, de una fuente externa o una combinacion de ambas, mecanismo en
el cual se depositan minerales en el diente, bajo un pH neutro, presentandose una
precipitacion de los minerales provenientes de los fluidos bucales en los defectos

del esmalte desmineralizado.”



Otra manera de explicarlo es la forma natural de crecimiento de las bacterias en la
cavidad oral (biofim) el cual esta conformado por los diversos microorganismos
colonizadores que cohabitan en equilibrio con las defensas inmunolégicas del
huésped, cumpiendo la proporcion del habitat en refacion con la integridad de los

tejidos orales, dejando como resultado una homeostasis bucal.”**

Saliva

La saliva se considera como una secrecion estéril procedente de las glandulas
salivales, dejando de serlo al momento en que la saliva emerge de dichas
glandulas mezclandose con el fluido crevicular, restos de alimentos,
microorganismos y células descamadas de la mucosa oral * La secrecion diaria
oscila entre 500 y 700 ml, con un volumen medio en la boca de 1,1 mi, dicha
produccion salival esta controlada por el sistema nervioso auténomo. En reposo, la
secrecion oscila entre 0,25 y 0,35 mlimm y procede sobre todo de las glandulas
submandibulares y sublinguales. E volumen salival puede liegar hasta 1,5 mifmm
ante estimulos sensitivos, eléctricos o mecanicas, produciéndose un mayor
volumen antes, durante y después de las comidas alcanzando su pico maximo
airededor de las 12 del mediodia y disminuyenda de forma muy considerable por
la noche durante el suefio. > 2° La saliva se compone de 98% de agua y un 1% de
moléculas organicas e inorganicas, siendo un buen indicador de los niveles

plasmaticos de diversas sustancias tales como hormonas y drogas, pudiéndose

utilizar como método no invasiva las
de medicamentos u otras sustancias?’ Otra de sus funciones es la de mantener
un sistema de homeostasis oral por su capacidad amortiguadora (buffer)
permitiendo la dilucion de sustancias y manteniendo ef pH bucal estable, pudiendo
apreciar en dicho medio microorganismos que ayudan a mantener una
homeostasis oral, tal es el caso del Streptococcus sanguinis (S. sanguinis),
Streptococeus gordonii (S. gordonii), Streptococcus salivarius (S. salivarius),
(s. mitis (S. mitis) y

Actinomyces nasslundii (A. naestundi, en el cual, cuando existen modificaciones

en las condiciones del medio ya mencionadas en conjunto con la presencia de un



desequilibrio estructural de la microbiota bucal supragingival, presencia de

y la 6n de pH salival se propicia el
crecimiento y desarrollo de la microbiota acidogénica y acidirica dando inicio ef

proceso carioso. %'

Streptococcus mutans
“Los Streplococcus mutans son un grupo grande de cocos gram pasitivos que se
desarrollan en pares o en cadenas, la mayor parte de ellos corresponde a

anaerobios facultativos, aunque algunos son anaerobios obligados”.*2

EI S. mutans es un productor rapido de acido lactico con capacidad de cambiar un
medio de pH 7 a pH 4.2 en aproximadamente 24 horas. es fermentador de
glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, inulina y salicina con Ia produccion de acido, el
cual, normalmente no desamina la arginina para producir amoniaco. *

El habitat natural de S. mutans es cavidad oral ya que las colonias se adhieren
muy cerca de la superficie del diente propiciando el medio perfecto para
desarrollar lesiones cariosas, aunque también se puede encontrar en diversas

especies de animales y heces humanas.*

Diversos estudios demuestran que los Streptococcus mutans tienen una estrecha

relacion con la placa cariogénica y el inicio de formacion de lesiones cariosas.*

Los factores de de mutans estan
constituidos por: el poder acidégeno, aciddfilico y acidurico, y factores  de
cariogenicidad como son de sintesis de polisacaridos extracelutares de tipo
glucanos insolubles y solubles, fructanos, sintesis de polisacaridos intracelulares,
capacidad adhesiva por proteinas salivales, posibilitando la adhesion a superficies
duras en ausencia de glucanos y capacidad agregativa y coagregativa a través de
mutanos, glucosiliransferasas y proteinas receptoras de glucanos, asi como la
produccion de bacteriocinas con actividad sobre otros microorganismos, siendo el

poder acidsgeno, acidofilico y acidirico los precursores de las elevadas

8



concentraciones intracelulares  de cido, bajando el pH y alterando el

funcionamiento de numerosas enzimas. **% ¥

Deteccién de Streptococcus mutans
Se han establecido diferentes metodologias para la deteccion de cepas

de mutans, uno de ellos es la

identificacion mediante la deteccion de mutacinas (bacteriocinas), ya que se
considera que la produccién de mutacinas estd relacionada con la capacidad para
producir caries y se utilizan ademés como un marcador epidemiologico para
establecer la fuente de infeccion y el mecanismo de transmision, debido a que
predomina un tipo productor de bacteriocinas en un individuo de la misma forma
Otro método para el recuento de Streptococcus mutans se realiza con el sistema
Dentocult SM en tira y el CRT bacteria.*®

También se han descrito pruebas mas sencillas utilizando un palillo de dientes o
un hisopo para tomar una muestra de placa dental y transferir la muestra a medios
selectivos, se incuba y después se interpreta el riesgo de unidades formadoras de
colonias.*®

Haciéndose el conteo de unidades formadoras de colonias con la ayuda de una

lupa Spencer con 10x de aumento, 4 s6lo aquellas
blanco grisaceas, con superficie rugosa, apariencia de vidrio esmerilado y
consistencia dura, que no pueden ser disgregadas cuando se manipulan con un
asa de platino, o cual es una caracteristica que presentan las colonias de S.
mutans que se desarrollan en un medio TYCSB



Medios de cultivo del Streptococcus mutans
Los medios de cuitivo para la obtencion de muestras son procedimientos
considerados complicados por la dificutad que estos representan para la
obtencion de una muestra que sea considerada como una muestra representativa
de la cavidad oral, ya que también se hace complicado poder aislar, cultivar y
contar los microorganismos presentes, es por ello que no existe un solo método de
cultivo para examinar la variable, satisfaciendo las condiciones necesarias para

que se lleve a cabo dicho procedimiento.*'

En algunos casos se requiere de
afortunadamente, muchas de las especies de Streptococcus orales pueden
aislarse de varios sitios usando medios selectivos como el Agar
Mitis Salivarius (MS), aunque el Agar MS fue originalmente desarrollado para
aislar estreptococos fecales, su uso ha predominado sobre otros medios de cultivo

para et de estos incluyenda matans

La caracteristica del agar MS es que los Streptococcus orales muestran una
morfologfa caracteristica de las colonias (blanquecinas, de bordes definidos,
colonias firmes muy adherentes al medio de cultivo) lo cual permite su

diferenciacion inicial. **

de los

La cavidad oral es un ecosistema donde cohabitan principalmente comensales
(aproximadamente 10™"° bacterias, siendo el 60% cultivables) pertenecientes entre
500 y 700 especies, que colonizan las mucosas y dientes donde forman fa placa
bacleriana o biofim, entre las cuales estan los miembros  del
género Streptococcus. El nivel de infeccion Bacteriana es variado y muy
importante, por ejemplo un nivel de 3.00 UFC/ml de Streptococcus mutans es
suficiente para colonizar fosas y fisuras profundas; en cambio, es necesario un
recuento de 43.000 UFC/mI de saliva para que se establezca una infeccion en

superficies libres. Si bien estos valores no son absolutos, brindan una guia para el



tratamiento de una infeccion producida por S. mutans, segun el numero de piezas
444

totales que posea el individuo.
Hay procedimientos laboratoriales que pueden detectar y modificar la magnitud
de una infeccion debida a S. mutans. Estas pruebas se realizan con un medio de
cultivo selectivo o agar mitis salivarius-sacorosa-bacitracina que permite solo el
desarrollo del microorganismo investigado, los cuales poseen un bajo grado de

pero alta i como es el Cari que es

una de las pruebas mas utilizadas en la actualidad. EI sistema Cariescreen
permite efectuar la lectura e interpretacion de los resultados de acuerdo con la
densidad de las colonias desarrolladas que se comparan con una tabla de
valoracion, en donde se presentan 3 niveles de riesgo bajo (bajo 1, bajo 2 y bajo
3), 2 niveles de riesgo medio (medio 1y medio 2) y alto con un solo nivel. “**

RIESGO UFC/mI

Moderado 1 = 2,510

L i
Alto >10°

Urealisis y Arginoli
En la microbiota oral saludable, se encuentra mayor proporcion de organismos
arginoliticos y uroliticos, Estos microorganismos podrian contribuir con fa
formacién de una biopelicula mas alcalina, influyendo de manera positiva en el

de la del medio y a de una

microbiota cariogénica ya que se encargan de la obtencién de amonio a partir de
sustratos presentes en el medio oral.*®

El autor Kleinberg, menciona en su articulo que la generacion de alcali de
productos salivales de la cavidad oral, principalmente de arginina y urea juegan un
papel importante en el pH, homeostasis del medio oral y en la inhibicion de caries

1



dental, teniendo como conclusién que una deficiencia en formacion de sustancias
de caracter basico puede ser tan importante para el desarrollo de la caries como
un exceso en la formacion de écidos a partir de carbohidratos fermentables *®

Urea
Urea o carbamida es un compuesto quimico a base de carbamatos, adquirido del
metabolismo de las proteinas. En el ser humano la urea se encuentra
normalmente en las secrecioneés corporales en un rango de 1 a 3ml. En la cavidad
oral se encuentra en saliva y fluidos gingivales en pequefias concentraciones ya
que es rapidamente hidrolizada por la placa bacteriana supragingival donde se
encuentran los subgrupos de especies, S. Salivarius y A. naeslundii, que utilizan
sustratos nitrogenados, como urea, por medio de via enzimatica ureasa para su

y desarrollo, en amonio y diéxido de carbono, para

mantener Ia homeostasis del pH, biopelicula oral y microbiota oral supragingival
4649

Arginina
La arginina es un aminoacido formado por polipéptidos y proteinas de la saliva en
una concentracién de 50mm. En forma libre es metabolizado por enzimas y
proteasas presentes en la saliva y biofim del medio ambiente oral, siendo la de

mayor estudio la via de arginina deiminiasa (SAD).?*

El SAD se encarga de metabolizar la arginina para asi obtener omitina, amonio,

dioxido de carbono y ATP, asi las baclerias arginoliticas presentan enzimas

proteoliticas que por medio de la via SAD, obtienen amonio y ATP, para su
crecimiento y desarrollo en la microbiota oral. Tal es el caso del Streptococcus
sanguis el cual es un microorganismo que tiene una relacion positiva con altos
niveles de arginina y SAD en saliva y en biopelicula oral, asocindose esta ruta a
microorganismos como S. gordonii, menos acidirico que S. mutans, S.
parasanguinis, S. rattus y algunas bacterias del grupo Lacfobacili formadores de

amonio al metabolizar la arginina mediante fa via SAD ** *°



EI SAD es considerado una de las vias mas importantes para el mantenimiento de
Ia homeostasis y alcalinidad del pH en el medio oral, ya que tiene la capacidad de
poder obtener amonio a partir del metabolismo de la arginina, siendo el amonio el
componente principal para la estabilidad del pH y el desarollo de los

microorganismos compatibles con salud oral 352

La fuente de ureasa y arginina en diversas investigaciones son consideradas
como factores protectores endogenos inhibitorios en el desarrollo de caries, ya
que al producirse un aumento en los niveles de amonio en el medio oral, se

propiciaria la estabilidad de los elementos involucrados en el proceso de
remineralizacion dental.*"**

Hoy en dia existen en el mercado pastas dentales adicionadas con arginina y otros
componentes proporcionando una mayor eficacia en la promocion de la

y ion de del esmalte en relacion con

dentifricos que tienen la misma base de calcio y mismo nivel de fluoruro, ademés
de sugerir fuertemente que los dentifricos que contienen arginina incrementan la
capacidad de la placa a la arginina en la metabolizacion del amoniaco.>

Dichas pastas también han demostrado promover una proteccion superior contra
lesiones cariosas y cavitacion de 6rganos dentarios en pacientes con riesgo de
caries ademéas de poder detener y revertir las lesiones de caries bucales a

diferencia de dentifricos convencionales.****<



Marco tedrico referencial

Nascimento M y Cols. en su estudio del 2009 probaron que el aumento de fa
disponibilidad de la arginina en el medio ambiente oral a través de una fuente
exégena aumenta los niveles de actividad en la via de arginina deiminiasa (SAD),
en saliva y en placa dental, esperando un efecto anti caries en las formulaciones
que contienen arginina, debido en gran parte a la mejora de los niveles de
actividad de SAD y el potencial de modificacién favoreciendo la composicion de Ia
microbiota oral *®

Reyes y Cols. realizaron un revision bibliografica en el 2012, con el objetivo de
mostrar las. é de las é del oral

con la de amonio, como resultado que la

produccion de amonio por urealisis y por el sistema de arginina deiminasa, podrian
inhibir potenciaimente el desarrollo de la caries dental, a través de la
neutralizacion de 4cidos y estabilizacion de la microbiota oral, dando origen a
condiciones afines con salud oral.®

Maureira J. en su tesis del aio 2013, llamada "Produccion de alcali por actividad
de ureasa y arginina deiminiasa en saliva y biofilm dental en nifios de 8 anos con
distinta historia de caries dental”, obtuvo como resultade de las muestras
analizadas de 65 ninos de 8 arios que el aumento de actividad de ureasa en saliva
se asocia con la disminucion de indices de COPD/ceod en esa poblacion
generando produccién de alcali de forma significativa.*®

Sin embargo en la bsqueda bibliografica realizada, se encontraron pocos
estudios con la 6n de unidades de colonias de

Streptococeus mutans en saliva por la accion de la arginina



Marco tedrico contextual

El sistema escolar de nivel primaria en la ciudad de Tepic esta conformado por
42,419 alumnos en 198 escuelas *

Las escuelas primarias publicas son 179 y cuentan con 39,214 alumnos, de las
cuales la Escuela Primaria Presidente Aleman' con horario matutino y vespertino,
Cuenta con 1320 alumnos de preescolar, primaria y secundaria de los cuales 120
cursan el sexto grado.®'

La Escuela Primaria Presidente Aleman clave SEP 18EPR00278° se encuentra
ubicada en la zona urbana de la ciudad de Tepic Nayarit

Justificacién

La caries dental es una de las enfermedades bucales crénicas con mayor
prevalencia en el mundo, siendo los nifos el sector més vulnerable. Su
prevalencia oscila del 60%-80% de los escolares de la poblacion mundial, en
México la prevalencia reportada es de 77.52% y en Nayarit de 67.52%.

Durante el desarrollo de Ia lesion cariosa la acidificacion prolongada del medio
bucal condiciona la aparicién de la microbiota acidogénica y acidirica como el
Streptococcus mutans, esta acidificacion altera la microbiota que fermenta los
carbohidratos de la dieta, provocando caida del pH con valores menores a 5.5
favoreciendo la desmineralizacion del esmalte y el desarrollo de caries dental que
afecta la calidad de vida de los nifios que la padecen y genera altos costos
econmicos para su rehabilitacion

Se ha encontrado evidencia que la sintesis de amoniaco desde la hidrolisis de
urea y del sistema arginina deiminiasa (SAD), por su capacidad de generar alcalis
podrian inhibir el desarrollo de la caries dental a través de la neutralizacion de

acidos y estabilizacion de la microbiota oral que es compatible con la salud dental

a través de la on de acidos y o6n de la microbiota oral,

motivo por el cual esta investigacion podria evidenciar la efectividad de la arginina
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en diferentes diluciones para el control de la microbiota oral especificamente del
Streptococcus mutans en saliva que brindara una alternativa en la prevencion de
Ia aparicion de lesiones cariosas en la poblacion infantil de la edad estudiada. Se
conté para el desarrollo de esta investigacion con el laboratorio de microbiologia
del Area de la Salud de la Universidad Auténoma de Nayarit, lo que facilits el

estudio y disminuyo el costo.
Hipétesis

La arginina es efectiva para disminuir la cantidad de colonias bacterianas de
Streptococous mutans en saliva de ninos de 12 aios de una escuela primaria de
Tepic, Nayarit

Objetivo general

Identificar la efectividad de la arginina en fa disminucién del riesgo de unidades de
colonias bacterianas de Streptococcus mutans en saliva de nifios de 12 afios de la
Escuela Primaria Presidente Aleman del ciclo escolar enero a junio de 2016 de la

ciudad de Tepic, Nayarit
Objetivos especificos

¥ Cuantificar la cantidad de unidades formadoras de colonias de
Streptococcus mutans en saliva adicionada con dilucion de arginina at 1.5%
yal2.0%

¥ Determinar Ia asociacion entre el nivel de riesgo de formacion de unidades

formadoras de colonias y la dilucion de arginina al 1.5% y al 2.0%



JIl. MATERIAL Y METODO

Disefio general
El disefio de este estudio fue de tipo transversal, experimental, abservacional y

descriptivo,

Definicion del universo
La poblacion estudiada estuvo formada por 50 nifios y nifias de sexto afo de la
Escuela Primaria Presidente Aleman de la ciudad de Tepic, Nayart, inscritos en el

ciclo escolar enero a junio 2016.

Definicién de las unidades de observacion

Critesios de inclusion

Nifios y nifias de 12 afios de edad

Nifios que siguieron las indicaciones previas

Nifios que presentaron firmado por los padres o tutores el consentimiento

informado

Criterios de exclusién
Nifios que se encontraron en tratamiento de ortodoncia u ortopedia

Niios que presentaron enfermedades sistémicas, defectos craneofaciales o
capacidades diferentes

Nifios que utilizaron pasta dental adicionada con arginina (Colgate Neutrazicar)

Criterios de eliminacién
Nifios que no se presentaron antes de la toma de la muestra de saliva

Mefinicién operacional de las variables
¥ La variable dependiente fue las unidades formadoras de colonias de
Streptocacous mutans
v Lavariable independiente incluida fue arginina (Anexo 1)



Tamaiio de la muestra y muestreo
La muestra estuvo formada por 38 nifios que cumplieron con los criterios de

inclusion.

Preceptos éticos y riesgos
El presente estudio estuvo apegado a lo dispuesto en la Declaracién de Helsinki y
el Reglamento de la Ley General de Saiud en Materia de Investigacion para la
Salud, el cual se llevo a cabo después de haber oblenido la autorizacion def titular
de la Institucion como representante de los estudiantes por tratarse de una
investigacion dentro de la Institucién y en base a los articulos 16 y 17 de esta ley,

protegiendo la privacidad del participante.

Esta investigacion se considero de riesgo minimo, ya que solo se tomaron

muestras de saliva

Mediante el consentimiento informado se solicito a los padres de familia la
participacion de los nifios en este estudio donde se explicaron los motivos y el
procedimiento, asegurandoles que los datos obtenidos seran confidenciales.
(Anexo 1)

Sesgos

Uno de los sesgos posibles es la imprecision de las respuestas sobre el cepillado
dental, Ia ingesta de alimentos o a toma de algin medicamente antes de la toma
de la muestra de saliva en virtud de que los informantes son los infantes. (Anexo
11ty

Procedimiento
Se solicito una cita con el director de la escuela donde se realizo el estudio. Se
explica el objetivo y el procedimiento de la investigacion y se entregé un oficio

solicitando autorizacion.



Posteriormente se envio a los padres o tutores de los nifios de 12 afios de edad
el consentimiento informado con las recomendaciones que debia cumplir el nifo
para la efectividad de la investigacion, con una explicacion clara y completa de fa
justificacion y los objetivos del estudio, se aplico el cuestionario a los nifios que

el informado firmado, i a

los nifios que cumplieron los criterios de inclusion se les tomo la muestra de saliva
El procedimiento se llevo a cabo dentro de la escuela, en el salon de clases y con

luz natural,

Recoleccién de la muestra de saliva
Se siguid el procedimiento en base a la modificacion de la Norma Oficial Mexicana
NOM-013-SSA2-1994, para la prevencion y control de enfermedades bucales,
publicada el 6 de enero de 1995

A cada nifo se le tomo una muestra de saliva no estimulada mediante la

expectoracion de aproximadamente 1.5 ml en un tubo de plastico estéril (Falcén,

codificado para su

Los frascos con la saliva se a ambiente en

una hielera y por un méximo de 6 horas, tiempo durante el cual se trasladaron al
laboratorio de microbiologia del Area de Ciencias de la Salud, para realizar el
procedimiento de laboratorio segin las Normas Oficiales Mexicanas especificas
para la practica de laboratorio de salud: NOM-087-ECOL-SSA1-2002, NOM-001-
STPS-1999, NOM-006-STPS-2000, NOM-022-STPS-1999, de higiene: NOM-010-
STPS-1999, NOM-014-STPS-2000 y organizacion: NOM-017-STPS-2001, NOM-
018-STPS-2000, NOM-019-STPS-1993



Preparacién del medio de cultivo

Procedimientos de Laboratorio:
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Se hicieron diluciones de arginina con dos concentraciones
Dilucién 1. 1.5 gr. de arginina con 0.5 mi de saliva (1000 ml de medio)
Dilucion 2. 2.0 gr. de arginina con 0.5 mi de saliva (1000 ml de media)

Se agregaron a las cajas de petri la muestra de saliva (0.5m)
Posteriormente se prepararon en matraces diferentes las diluciones, con el
blanco concentracion 1y con la concentracion 2 de arginina

Una vez con las muestras de saliva en las cajas se vertieron por triplicado
las siguientes cantidades por cada caja;

0.5ml de saliva en 5ml de agar salivarius en el blanco

0.5ml de saliva en 5m de agar salivarius en la dilucion 1.5% de arginina
0.5ml de saliva en 5mi de agar salivarius en la dilucion 2.0% de arginina
Redlizada la mezcla de las diferentes diluciones con la argininay las
muestras de saliva en las cajas de Petri, se rotaron suavemente hasta su
solidificacion

Posteriomente se incubaron por espacio de 24 y 48 horas

Transcurrido ése tiempo se efectué la interpretacion de los resultados de

acuerdo al sistema Cariescreen y se report6 lo observado,

Manejo de datos

Recolecein de datos
El registro de los datos obtenidos se hizo en la hoja de recoleccion de datos
(Anexo IV)

Tabutagién

Para el concentrado de datos se utilizé Ia hoja de calculo Excel 2010,

Anilisis de la informacion
Se realizé un andlisis cuantitativo con estadistica descriptiva, x° de Pearson y

medida de razén. Los datos se analizaron con el paquete estadistico SPSS 21



Recursos humanos y materiales

Recursos humanos

Estudiante del IV semestre de la Especialidad de Odontopediatria, un director, un

codirector y un asesor de tesis.

Recursos materiales

50 Frascos estériles

160 Cajas de Petri estériles

50 Tubos con 3 cc. con caldo de infusion de cerebro corazon
160 Pipetas de 1 cc. estéries.

2,400 ml Medio de cultivo agar salivarius

2 Lapices

2 Batas

2 Cajas de guantes

® ND o os e N

9. 1 Caja de cubrebocas
10.2 Lentes

11.50 Tubos de ensayo

12 2 Mecheros

13.3 Matraz de 1itr

14.1 Incubadora marca terlab

15.1 Equipo de computo

16.1 Contador de colonias bacterianas

17.2 Gradillas

18.160 Micropipetas (Labopette)

19.160 Puntas de micropipetas (mLine)

20.1 Centrifuga Refrigerada (5417 R. Eppendorf)
21.1 Hielera de transporte

Presupuesto y financiamiento

Los gastos generados fueron autofinanciados por el investigador



V. RESULTADOS

El estudio estuo conformado por una muestra de 38 nifios, de los cuales 25
fueron nifias que corresponde al 66% y por 13 nifos que corresponde al 34%
(Tabla 1).

Tabla. 1. Frecuencia de fa poblacién por sexo

Sexo Total

Fuente: Gase de datos de a mvestgacion

Al aplicar la prueba de Chi cuadrada a las muestras de la dilucion de arginina al
1.5% como a la muestra de _dilucion de arginina al 2.0% se enconlr6, en ambas,
significancia estadistica (Tabla 2)

Tabia 2.Prueba de chi cuadrada de las diferentes concentraciones de arginina

Concentracién de arginina valor P

2.0% 3323 000

Fuente. 833 Ge catos de fa Investgacien

€1 Sistema Cariescreen utilizado en la presente investigacion para medir el fiesgo
de infeccién por S. mutans, mostré un riesgo alto (45%) en 17 muestras blanco,
8 muestras (21%) present riesgo bajo 3, seguida de riesgo medio 1y 2 con 7y
6 muestras (18% y 16%) respectivamente, no existiendo riesgo bajo 1y 2. (Tabla
3), (Grafica 3).



Tabla 3. Niveles de riego de infeccién por S. mutans con e! Sistema Cariescreen de la musstra
blanco.

Muestra blanco

Bajo 1 0 [

Bajo3 8 21

Medio 2 8 16

Fuerie. Base de dalos do 1a Invostgacion

Grafica 3. Niveles de riesgo de infeccién por S. mutans con el Sistema Cariescreen de la muestra
blanco

Niveles de riesgo con |a muetra blanco
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Fusnte, Base de datos de ls investgacian

De las 38 muestras, al agregar la dilucién con arginina al 1.5% los niveles de
riesgo por infeccién por S. mutans con el Sistema Cariescreen pasan 14 muestras
{37%) a nivel de riesgo medio 2 el 37%, seguido del nivel de riesgo medio 1 que
muestra 9 (24%), el riesgo bajo 2 y 3 aumentan a 7 (18%) cada una; en riesgo
bajo 1 encontramos 1 muestra (3%) y el alto riego disminuye a 0 (Tablad) (Grafica
4



Tabla 4. Niveles de riego de infeccion por S, mutans con el Sistema Cariescreen de |2 muestra can

dilucion de arginina al 1.5%

Dilucién_ de arginina al 1.5%

Bajo 1 1 3
Bajo3 7 18
Medio 2 14
oz, Base e GaiosGe 1 PeSEGAOEN

Gréfica 4. Niveles de riego de infeccién por S. mutans con el Sistema Cariescreen de la muestra

con dilucion de srginina al 1.5%

Niveles de riesgo con arginina al 1.5%

Fuente. Base ca datos da fa Investigacin

Al agregar la diluci6n de arginina al 2.0% y medir los niveles de infeccién con el
sistema Carioscreen, las muestras con niveles e fiesgo alto y riesgo medio 2
disminuyen a 0, el riego bajo 1 aument6 a 15 siendo el 39%, el riego bajo 2 y
riesgo medio 1 mostraron ambas 7 muestras (18%), el riego bajo 3 lo presentaron
9 (24%) de la muestra (Tabla 5) (Grafica 5)



Tabla 5. Niveles de riega de infeccién por S. mutans con el Sistema Cariescreen de la muestra con

diiucién de arginina al 2.0%

Dilucién de arginina al 2.0%

Bajo 1
Bajo3 9 24
0 0

Medio 2

&
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Fuenie. Base da datos de 1 Invesbgacon
Grafica 5. Niveles de fiego e infeccién por S. mutans con el Sistema Cariescreen de la muestra

con dilucién de arginina al 2.0%

Niveles de rlesgoconargininaal 2%

Fuente. Base de datos do a investgacdn

Como se muestra en la siguiente tabla, el 45 % de las muestra blanco se
encuentran en un riesgo alto de infeccion por S. mutans, y al colocarle Ja dilucion
de arginina al 1.5%, disminuye el riesgo de formacién de UFC de S. mutans en

los diferentes niveles de riesgo.



Al comparar la dilucion de arginina al 2.0% con la muestca blanco, la cantidad de
UFC de S. mutans disminuys en mayor cantidad que con la muestra con ditucién
de arginina al 1.5%, posicionandose en riegos mas bajos.

(Tabla 6) (Grafica 6.)

Tebla 6. Comparacion de los niveles de  riego de infeccian por S. mutans con el Sistema
Gariescreen de la muestra blancoy dilucion de arginina a) 15% y 2.0%.

Wuestra blanco  Dilucion de arginina _ Difuckonda _ Total de las

Nivel de al1.5% arginina al 2.0% muestras
bl e e ey
Bajo 1 [ 0 1 3 15 3 6
!! ! 8 21 7 18 9 24 24
o e
38 £ 38 114

Fuente. Base de catos de fa Inveslgacion

Grafica. 6. Comparacién de los niveles de riego de infeccion por S. mutans con el Sistema
Gariescreen de la musstra blancoy dilucién de arginina al 1.5% y 2.0%.

[FMumrbne
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Fuente Base do datos de s investsacien



Al aplicar la medida de razén entre los diferentes niveles de riesgo de la muestra
blanco con la dilucién de arginina al 1.5% y la dilucion de arginina al 2.0%
muetran valores >1, excepto el riego bajo 3 de la dilucion con arginina al 1.5%
mosirando valor de 0.88. (Tabla 7)

Tabla 7. Medida de asociacién de infeccion por S. mutans de la muestra blanca can 1a dilucién de
arginina al 1.5% y 3l 2%

Muestrablanco  Dilucién de argininaal  Dilucién de arginina al
Nivel de riesgo 15% 2.0%

Riesgo bajo 1

Riesgo bajo 3 8 7 0.88 9 1.13

Riesgo medio 2 6 14 233 o 0.00




V. DISCUSION

OSullivan y cols. en 1996, menciona que la mayoria de las investigaciones
realizadas para la identificacion del S. mutans se realizan en saliva. Baca P. en
2008, en Brasil, también muestra que es efectiva Ia identificacion de S.mutans en
saliva encontrando relacion de una elevada cantidad de S. mutars y un alto riesgo
de caries. En una revision sistematica microbiolégica oral sobre el desarrollo de
caries dental realizada por Gracian M. y cois. en 2012, muestra la presencia de
S. mutans en todos los estudios realizados involucrando la presencia de dichos
microorganismos tanto en placa dentobacteriana como en saliva siendo el
principal precursor cariogénico y teniendo una relacion proporcional entre el
recuento de dichos microorganismos y @l alto riesgo de caries. 58,

Es por ello que Nascimento M y Cols. en un estudio en 2009, probaron que el
aumento de la disponibilidad de la arginina en el medio ambiente oral a través de
una fuente exigena aumenta fos niveles de actividad en la via de arginina
deiminiasa (SAD), en saliva y en placa dental, esperando un efecto anticaries en
las formulaciones que contienen arginina, debido en gran parte a la mejora de los
niveles de actividad de SAD y el potencial de modificacion favoreciendo la
composicion de la microbiota oral.*®

A pesar de que en la busqueda bibliografica realizada no se encentro evidencia
sobre la relacion que existe entre la arginina quimicamente pura en saliva y los
niveles de S. mutans, si se encontraron estudios con relacion a pastas dentales
adicionadas con arginina y los niveles de Streptococcus mutans en saliva que
muestran  como resultado de sus investigaciones un incremento en la
metabolizacion del amoniaco, promoviendo una proteccion superior contra
lesiones cariosas y cavitacién en érganos dentarios de pacientes con alto riesgo

de caries *%°

Esta investigacion realizada mostré que los niveles de riesgo alto de la muestra

blanco disminuyeron de una frecuencia de 45% (17 muestras) a 0% en las



muestras de saliva con dilucion de arginina al 1.5% y al 2.0%, asi como el nivel de

riesgo medio 2 con la dilucion con arginina al 2.0%.

Los niveles de riesgo bajo 1y 2, no se presentaron en la muestra blanco, sin
embargo en la muestra con_ dilucion de arginina al 1.5% y al 2.0%, en el nivel de
riesgo bajo 1, aumenté a 3% (1 muestra) y 39% (15 musstras) respectivamente y
el nivel de riego bajo 2 se incremento a 18% (7 muestras) en ambas
concentraciones, asi como también el riesgo bajo 3 en las muestras de dilucion

con arginina al 1.5%.

El nivel de riesgo medio 1 que presentd el 18% (7 muestras) se increments a 24%
(9 muestras) en la dilucion de arginina al 1.5% decreciendo el nivel de riesgo en

la muestra de arginina al 2.0% a la misma frecuencia de la mueslra blance.

En relacion al efecto que mostro la arginina en la disminucion de UFC de St
Mutans el nivel de riesgo bajo 3 con dilucin de arginina al 1.5% muestra un efecto
protector, una orala de la alcalinidad que

proporciona la arginina a la saliva y como consecuencia al medio bucal.



VI. CONCLUSIONES

~

©

Se concluye en este estudio que la dilucion de arginina al 1.5%y al 2.0% es
efectiva en la disminucién del riego de unidades formadoras de colonias
de S. mutans en saliva.

En la muestra blanco no hubo riesgos bajos 1y 2 tendiendo la mayoria de
las muestras a un alto riesgo, en tanto que al adiciorar la dilucion de
arginina al 1.5% y al 2.0% se mueve el riesgo hacia los riegos bajos

La arginina en concentracién del 1.5% adicionada a la saliva actia como
factor protector de UFC.

RECOMENDACIONES

~

. Se propone realizar este estudio en muestras aleatorias y en diferentes

grupos de escolares.

. En este estudio no se incluy6 la frecuencia ni el indice de caries por lo que

se sugiere que en estudios posteriores se incluyan estas variables,
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Universidad Auténoma de Nayarit
Unidad Académica de Odontologia
Divisidn de Estudios de Posgrado e Investigacion

Especidiidad en Odontopediatria

Tepic Nayarit de 2016
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Como una contribucién desinteresada de mi parte, autorizo y doy consentimiento a Maria

Edith Gonzélez Martinez alumna de la especialidad en Odontopediatria, para que
recolecte una  muesta de 15 ml de sava a mi hijo (a)

mediante la expectoracion en un tubo de pléstico estéril, procedimiento que se llevara a
cabo dentro de la escuela, en el salon de clases para la determinacién de la "microbiota
bucal” (cantidad de bacterias productoras de caries) y con ello poder realizar un proyecto
de investigacién de tesis para titulacion de en O

Efectividad de la arginina sobre Ia disminucion de colonias bacterianas de Streplococcus
mutans en saliva de nifios de 12 afos de la Escuela Primaria Presidente Aleman del ciclo

escolar Enero a Junio del 2016 de la ciudad de Tepic, Nayarit

Estoy de acuerdo en que mi hijo (a) se presente el dia de la toma de muestra, siguiendo
Ias indicaciones que se me han proporcionado:

1. No cepillzrse los dientes el dia de |a loma de muestra

2. No consumir alimentos (desayunar)

3. No ingerir ningin medicamento 12 horas antes de la toma de muestra de saliva.
Estoy conscienle que dicho estudio no dafiar4 la integridad fisica o moral de mi hijata) y
que la encuesla es confidencial ademéas de omitirse el nombre del nito y que los
resultados de dicho trabajo podran difundirse a la comunidad cientifica.
Por Io anterior firmo de conformidad, para dar constancia y efectos legales que haya a
lugar

Nombre y firma del padre o lutor



Anexo lll

Universidad Auténoma de Nayarit
Unidad Académica de Odontologia
Division de Estudios de Posgrado e investigacion

lidad en Odontopediatia

HOJA DE ENCUESTA No

Sexo:  Masculino ( ) Femenino ( )

Instrucciones:

Marca con una equis (X) la respuesta:

1. ¢Eldia de hoy te cepillaste los dientes?

(i) (No)

2 gHas ido algin tipo de bebida o alimento durante ia mafiana?
(si) (No)

3. (Durante Ias iltimas 12 horas ingeriste algin medicamento?
(siy (Noy



Anexo IV

Universidad Auténoma de Nayarit
Unidad Académica de Odontologia
Division de Estudios de Posgrado e Invesligacion

Especiolidad en Odontopediatia

ANALISIS DE LA MUESTRA

Ranges de unidades formadoras de colonias segun el recuento de (Streptococcus

mutans)
No.
Sexo:  Masculino () Femenino ( )
Muestrade|  BLANCO ARGININA AL | ARGININA AL
saliva - 1.5%  20%
Riego por
UFC/ml | _
RIESGO UFC/ml
Bajo 1 5107
[ ~ Bao2 5107 |
Bajo 3 I 107 i
Moderado 1 25100
Moderado 2 50-10 |

— 7AI[04‘>7 L - j



GLOSARIO

OMS. Organizacion mundial de la salud
UFC. Unidades formadoras de colonias
ml. Miliitros

miimm. Militro/miimolar

ppm. Partes por millon

Sm. Streptococcus mutans

CRT bacteria. Test de riesgo de caries
S. Streptococeus

A. Actinomyces

SAD. Via de arginina deiminiasa

ATP. Trifosfato de adenosina

TYCSB. Medio de cultivo triptona levadura cisteina



