Universidad Nacional

SAN LUIS GONZAGA




@080

Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0
Internacional

Esta licencia permite a otras combinar, retocar, y crear a partir de su obra de forma no comercial,
siempre y cuando den crédito y licencia a nuevas creaciones bajo los mismos términos.

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

UNIVERSIDAD NACIONAL “SAN LUIS GONZAGA” DE ICA
ESCUELA DE POSGRADO

EFECTO DE DIFERENTES LECHES DE ALIMENTACION INFANTIL
EN EL CRECIMIENTO DE Streptococcus mutans EN EL BIOFILM.
ESTUDIO IN VITRO

Tesis para optar el grado de:

DOCTOR EN SALUD PUBLICA

Autor:
MG. SARA CASTANEDA SARMIENTO
ASESOR:

Dr. JUAN MAYAUTE GHEZZ|

ICA-PERU

2021



DEDICATORIA:

Al Maestro por excelencia, nuestro Sefior Jesucristo, por
guiar mis pasos a mi destino y al proposito de mi vida

A ti padre, Eusebio Castafieda Mendoza en memoria de
tu legado y el dolor de tu ausencia

A ti hermoso regalo de nuestro Dios, a ti mi maxima
expresion de amor, a ti mi querida Ruth Morales



AGRADECIMIENTOS:
Al Dr. Juan Ghezzi Mayaute, Dra. Kelly Kathering

Achachao Almerco, por su inspiracion, constancia y
aliento en los momentos precisos que inspiraron el término

de mi estudio.



RESUMEN

El objetivo del estudio fue valuar y comparar la formacion de biofilm in vitro de

Streptococcus mutans UA159 sobre las diferentes leches de alimentacion infantil

Métodos: Experimental in vitro, en diferentes leches de alimentacion infantil como
leche humana, formulas infantiles, leche bovina evaporada, se evalué la formacién de
biofilm cultivados durante 18 horas por S. mutans , cepa UA159 sobre 10% de COo..
en placas de 96 pozos en medio de caldo infusion Cerebro Corazén (BHI) con 1% de
sacarosa para el control positivo y sin sacarosa para el control negativo. Ademas, un
BHI suplementado 40% en tres experimentos independientes, realizados en 6
réplicas, resultados que se registr6 mediante la absorbancia (As7snm) cuantificados en
lector de ELISA. Para el analisis estadistico fueron analizados mediante la prueba
ANOVA y la comparacion multiple de Dunnett con el sofware GraphPadPrism version
6 para Windows. Se consider6 que los valores de p <0,05 eran significativos.

Resultados: En diferentes leches de alimentacion infantil, como leche humana, leche
bovina, y férmulas infantiles, se observo diferencias significativas resaltantes, la leche
humana produjo 29.60% menos biofilm y la leche bovina tuvo un 24.01% menos,
comparadas con nuestro grupo control positivo. En cuanto a las férmula infantiles

analizadas no se encontr¢6 diferencias significativas en el crecimiento de biofilm

Conclusiones: La leche humana presenté menor potencial cariogénico frente a las

diferentes leches de alimentacion infantil analizadas in vitro

Palabras claves: Formulas infantiles, leche humana, Streptococcus mutans



ABSTRAC

The objective of the study was to value and compare the formation of in vitro biofilm

of Streptococcus mutans UA159 on the different infant feeding milks

Methods: Experimental in vitro, different infant milk such as human milk, infant
formulas, evaporated bovine milk, the formation of biofilm was evaluated cultured for
18 hours by S. mutans, strain UA159 on 10% COZ2. in 96-well plates in Brain Heart
Infusion Broth (BHI) medium with 1% sucrose for the positive control and without
sucrose for the negative control. In addition, a 40% supplemented BHI in three
independent experiments, performed in 6 replications, results that were recorded by
means of absorbances (A575nm) quantified in an ELISA reader. For the statistical
analysis, using the ANOVA test and Dunnett's multiple comparison with
GraphPadPrism version 6 software for Windows. Values of p <0.05 were considered

significant.

Results: In different infant milk, such as human milk, bovine milk, and infant formulas,
significant differences were observed, human milk produced 29.60% less biofilm and
bovine milk had 24.01% less, compared to our positive control group. Regarding the

infant formula analyzed, no significant differences were found in biofilm growth.

Conclusions: Human milk had a lower cariogenic potential compared to the different

infant milk tested in vitro

Keywords: Infant formulas, human milk, Streptococcus mutans
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INTRODUCCION

El proyecto del microbioma humano, comprende diferentes habitats del
cuerpo, como el tracto gastrointestinal, la cavidad oral, la cavidad nasofaringea,
vaginal y la piel, este proyecto revel6 diferencias notables, en la diversidad de
microorganismos que componen nuestro microbioma, gran parte de esta diversidad
permanece aun inexplicable, aunque la dieta, el medio ambiente, la genética del
huésped y la exposicibn microbiana temprana han sido implicados en algunas
respuestas (Consortium, 2013; Lloyd-Price et al., 2016)

. La cavidad oral alberga el segundo microbioma mas diverso del cuerpo, que
actualmente presenta mas de 771 especies que colonizan las superficies duras de los
dientes y los tejidos blandos (Berg et al., 2020). Estos microorganismos viven en
simbiosis, sin embargo cuando se produce un desequilibrio en su entorno, alterando
el microambiente, ocurrira una disbiosis en la cavidad oral (Verma et al., 2018),
ofreciendo asi, una ventaja para la aparicion de patégenos, que produciran diferentes
tipos de enfermedades, entre ellas las mas prevalentes a nivel mundial (caries dental

y la enfermedad periodontal (Peres et al., 2019).

En infantes generalmente esta disbiosis sera producida por una contaminacion
pasiva hacia el nifio de parte de la madre, que transmitira ciertos microorganismos a
través de la leche, comida, agua y por la saliva de las personas préximas al bebe
(Lamont et al.,2015). Estudios describen al Streptococcus mutans como el agente

etioldgico de la caries dental (Halpin et al., 2008),

El habitad mas comun de los S. mutans es el biofilm, que se forma sobre las
superficies duras del diente, produciendo un biofilm multiespecie, donde el potencial
cariogénico de esta bacteria reside en la capacidad de sintetizar glucano a partir de
sacarosa, de transportar y metabolizar carbohidratos en acidos organicos
(acidogenicidad) y en la capacidad de crecer bajo condiciones de estrés ambiental,
particularmente pH bajo (Lemos & Burne, 2008; Lemos et al., 2019) también es
conocida como una bacteria acido-lactica, porque depende exclusivamente de la
glucdlisis para obtener energia, a su vez metaboliza una gran variedad de
carbohidratos, como la cepa UA159 que codifica 14 tipos de azucares (Ajdi¢ et al.,
2002), en especial la sacarosa que es un disacarido compuesto de glucosa y fructosa

gue ha demostrado, por varias razones, ser el mas cariogénico de todos los



carbohidratos. Es asi que el S. mutans desarrollé6 multiples vias para catabolizar la
sacarosa para la producciéon de acido (Ajdi¢ et al., 2002; Zeng & Burne, 2013), a su
vez desarroll6 también varias glucosiltransferasas (Gtfs) que sintetizan la sacarosa
en glucanos, promoviendo la formacion de biofilm a través de la unién celular a las
superficies dentales y otros microorganismos orales.(Bowen & Koo, 2011; Lemos et
al., 2019)

Por otro lado la alimentacion de los infantes esta conformado a base de leche
humana, bovina y diversas formulas infantiles, que en su mayoria estan compuesto
por carbohidratos, proteinas, grasas, vitaminas, minerales y agua (More et al., 2018).
La cuestion de crear un vinculo entre la caries de infancia temprana y la lactancia
materna se ha abordado durante muchos afios, con resultados contradictorios, pues
la lactancia materna hasta la edad de 1 afio no se asocia con un mayor riesgo de
caries dental, e incluso puede proporcionar proteccion en comparacion con la

alimentacién con leche de féormula.

Sin embargo, en aquellos que son amamantados después de los 12 meses
demuestran un mayor riesgo de caries, por los habitos alimenticios de la madre o el
bebé (alimentacién durante la noche, cantidad de comidas por dia, alimentos dulces,
etc.), higiene dental o contextos socioculturales (Branger et al., 2019; Tham et al.,
2015; Victora et al., 2016).

Para comprender mejor el potencial cariogénico que puedan presentar tanto la
leche materna, bovina, como las férmulas infantiles, por la presencia de carbohidratos
en su composicién y sabiendo que el S. mutans esta presente en la mayoria de
infantes con una alta capacidad de sintetizar gran cantidad de carbohidratos para
convertirlos en glucanos, promoviendo la formacién de biofilm cariogénico, se tornara
necesario investigar la formacion de biofilm in vitro por S. mutans en diferentes leches
de alimentacion infantil, con la finalidad de comparar el efecto que puedan producir

cada una de ellas.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes
Antecedentes internacionales

Trongsilsat et al. (2020) evaluaron la capacidad y acidogenicidad de la
formacion del biofilm de la leche humana en relacion a otras férmulas infantiles. Para
ello, se utiliz6 leche humana de seis madres donantes, la misma que se combiné con
formula a base de leche natural, formula a base de leche suplementada con sacarosa,
formula a base de soja. Todas las muestras se cultivaron por medio de infusion
cerebro-corazén que contiene sacarosa al 10% para la evaluacion de la formacion de
biofilm y su acidogenicidad. Asi, las muestras se tifieron con violeta cristal que se
cuantifico mediante la absorbancia a 595nm. Respecto a la acidogenicidad de las
diferentes muestras de biofilm se evalu6 después de 24 horas de incubacion. Para el
analisis estadistico realizé andlisis multivariado, prueba de Kruskal Wallis y prueba de
Bonferroni. Se consideré estadisticamente significativo un valor de p < 0,05. Los
resultados mostraron que la formacién de biofilm de la leche humana por S. mutans
presentan un potencial cariogénico significativamente menor en comparacion a otras
férmulas infantiles. El valor de la absorbancia fue significativamente menor en las
muestras de leche humana en comparacion con las otras muestras. Ademas, el pH
de la formacién de biofilm de leche humana nos disminuy6 el pH critico después de
periodo de 24 horas de incubacién. Los autores concluyeron que la leche humana
presenta una tendencia a no ser cardiogénico debido a su reducida acidogenicidad y

formacion limitada de biofilm.

Dagon et al.(2019) compararon el potencial cariogénico de férmulas infantiles
Tipo 2, indicados para infantes de 6 a 12 meses de edad. Las que fueron procesadas
en agua estéril segun lo indicaba el fabricante, luego se seleccionaron teniendo en
cuenta la presencia de fluoruros de 1 ppm y otro sin tal elemento, para ello las 9
muestras de formulas infantiles se inocularon en suspension de S. mutans. Luego
con estas consideraciones se dividieron en dos grupos: En el primero las muestras
fueron cultivadas inmediatamente en placas Agar Mitis Salivarius . En el segundo
grupo las muestras fueron cultivadas en placas de Agar Mitis Salivarius después de

su incubacion a 37 °C durante 4 horas en bajo condiciones anaerdbicas. A
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continuacion, para evaluar e Agar Mitis Salivarius | crecimiento bacteriano, mediante
unidades formadoras de colonias (UFC) de los S. mutans. Asi también los cambios
de pH asociados con el crecimiento bacteriano de cada una de las suspensiones, o
gue fue medido después de la incubacion. Los autores encontraron los siguientes
resultados: El pH fue mas bajo en el segundo grupo que fue incubado previamente,
tanto las formulas infantiles con y sin fldor. asi también Las UFC de S. mutans
aumentaron significativamente en el segundo grupo comparacion (P <0,001). No
hubo diferencias significativas entre las UFC de los medios del primer grupo que fue
cultivadas directamente y el grupo que fueron incubados previamente en relacion a
las colonias S. mutans de las diferentes formulas infantiles procesadas en agua
destilada en presencia fluorada y ausencia de fluoruros. Concluyeron que el potencial
cariogénico entre los dos grupos de férmulas infantiles con presencia y ausencia de

fluoruros no reveld ninguna diferencia significativa.

Signori et al.(2018) investigaron el efecto de la leche humana, y la leche
humana afiadida con sacarosa, en el potencial cariogénico del biofilm en un modelo
de microcosmos. También se comparo el potencial cariogénico de la sacarosa y la
leche bovina. Para ello se cultivaron muestras de biofilm de microcosmos en discos
de esmalte en placas de numero de 24 pocillos. Evaluaron 6 condiciones de formacion
de biofilm, leche materna con saliva artificial, leche materna con saliva afiadida con
sacarosa, leche bovina con saliva artificial, leche bovina con saliva artificial afiadida
con sacarosa; como control negativo representado por saliva artificial, y el control
positivo saliva artificial afiadido con sacarosa al 1%. Después de 5 dias evaluaron,
cambio de dureza superficial, composicibn microbiol6gica de biofim y pH del
sobrenadante. Todos los grupos tuvieron una pérdida de dureza significativamente
menor en frente al grupo de saliva artificial con 1% de sacarosa. . La leche humana
y bovina afiadida con sacarosa mostré una mayor pérdida de dureza. Respecto a los
valores de pH del sobrenadante luego de 6 horas los diversos tratamientos fueron
similares para los grupos con sacarosa y leche materna afiadida con sacarosa (p>
0.05). Se encontraron valores mayores de formacion de biofilm en los grupos
afiadidos con sacarosa y leche bovina en comparacion con el grupo suplementado
solo con saliva artificial. EI grupo de leche bovina mostr6 mayor cantidad de
formacion de biofilm y microrganismo acidurica totales en comparacién con el grupo

de leche materna. Los autores indican que se puede inferir que la leche humana como



la de vaca tienen cierto potencial cariogénico, Sin embargo, difieren de la sacarosa
respecto a la pérdida de minerales. Se observo un aumento del pH del sobrenadante.
Se encontraron valores mas altos en la formacion de biofilm en los grupos de sacarosa
y leche bovina en comparacién con el grupo suplementado solo con saliva artificial.
El grupo de leche bovina mayor cantidad de formacion de biofilm y microorganismos

acidurica totales en comparacion con el grupo de leche humana.

Lee J. et al. (2018) evaluaron las propiedades cariogénicas de las bebidas de
almendras, observaron caracteristicas que favorecen la formacién del biofilm, la
produccién de acido de S. mutans y la capacidad para amortiguar los cambios en el
pH de las bebidas de almendra, bebidas de soja y la leche entera bovina. En ese
sentido se analiz6 el crecimiento de biofilm por S. mutans utilizando un modelo de
placa in vitro y se midi6 mediante tincidbn con violeta cristal. Luego se evaluo la
produccién de 4cido por S. mutans mediante un ensayo colorimétrico de L-lactato y
la medicién del pH de cultivos bacterianos. Asi también se evalu6 la capacidad
amortiguadora mediante un ensayo de titulacion de pH. La bebida de soja presento
mayor formacién en el biofilm, frente a las otras bebidas; No obstante, se observaron
gue en la leche de almendras sin azUcar que presento menor crecimiento de biofilm
(p <0,001). Entre las bebidas de almendras, la bebida endulzada con sacarosa
favorecié al mayor nivel formacién de biofilm (p <0,001). Las bebidas de almendras
endulzada con sacarosa produjo el pH mas bajo, seguida de la bebida de sojay la
leche bovina; el pH mas alto fue la bebida de almendras sin aztcar. Cuando se analizé
por titulacién de pH, la bebida de almendras sin azlUcar que presento la capacidad de
amortiguacion méas débil, mientras que la leche bovina mostré la mas alta (p <0,001).
Estos resultados recomiendan que las bebidas de almendras, excepto las que estan
endulzadas con sacarosa, poseen propiedades cariogénicas limitadas, mientras que
la bebida de soja presenta el mayor potencial cariogénico. Estas bebidas alternativas
se vuelven cada vez mas populares, los dentistas deben informar a sus pacientes que
las bebidas de almendras, especialmente las que son endulzadas con sacarosa,
tienen un potencial cariogénico. Esta informacion resulta importante para los
pacientes que son intolerantes a la lactosa o que tienen alergia a la leche bovina, por
lo que optan por bebidas alternativas como las bebidas de almendra y bebidas a base
de soya, se recomienda que sin contenido de azlcar pueden ser una mejor alternativa

qgue las bebidas a base de soja.



Tan et al. (2016) los investigadores evaluaron sistematicamente el potencial
cariogénico de diversas férmulas infantiles comerciales. Luego de establecer una
estrategia de busqueda en la diversas bases de busqueda reconocidas. En base al
resultado referente al potencial cariogénico de las férmulas que contienen solo
sacarosa son probablemente mas cariogénico que las férmulas que contienen
lactosa. No obstante, el nivel de evidencia fue limitado y no concluyente. En cuanto a
al contenido de caseina variable: No se encontrd una correlacion significativa entre la
cariogenicidad y el contenido de caseina. Por ello no se pueden hacer
recomendaciones precisas. En consecuencia se sugiere mas estudios bien

disefiados para aclarar el efecto del contenido de caseina en la cariogenicidad.

Meltharyna M. et al. (2017) analizaron el efecto de las diferentes formulas
infantiles a base de leche vaca, a base de sojay con proteinas hidrolizadas en la
formacion del biofilm de S. mutans las que fueron seleccionadas por su mayor
preferencia, y las destinadas a consumo de infantes de 1 a 3 afios de edad, estuvo
representada por tres diferentes marcas comerciales. Los resultados expresaron una
diferencia significativa en el efecto de las férmulas infantiles a base de leche de vaca,
a base de soja y de proteinas hidrolizadas en la formacion de biofilm por S. mutans
(p = 0,002). Llegando los autores a la conclusion que la formula infantil a base de
leche de vaca mostré6 una menor formacion de biofilm por S. mutans en relacion a las
diferentes férmulas . Se sustenta que la formulas a base de leche de vaca contiene
caseina se le atribuye propiedades antibacterianas e inhibe la uniéon de S. mutans a
la superficie del sustrato. Por lo tanto los autores sugieren investigaciones relacionas

a la propiedades de la caseina.

Acosta A. etal (2017) compararon el efecto de la glucosa y Stevia rebaudiana
sobre el crecimiento S. mutans y la concentracion del pH extracelular en un medio de
cultivo axénico. La muestra estuvo conformada por tres grupos de cultivos de S.
mutans en caldo infusion cerebro corazén (BHI). Al grupo 1 se le afiadié 8mM de
edulcorante a base de Stevia rebaudiana, considerado como el sustituto de la
sacarosa, al grupo 2 se le afiadi6 8mM glucosa, siendo esta una azucar simple que
unido a la fructuosa forman la sacarosa y el grupo 3 de control donde no se le afiadio
suplemento alguno. El crecimiento de S. mutans se registré mediante la absorbancia

y el pH del cultivo se midi6é con un pHmetro a diferentes tiempos (0,24,48 y 72 horas).
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Los resultados demostraron que el grupo al que se le afiadio glucosa presento mayor
crecimiento de S. mutans comparado con el grupo que contenia edulcorante a base
de Stevia. Asi, este ultimo cultivo presentdé menor pH. Por lo tanto se evidenciaron de
esta manera que el sustituto de la sacarosa Stevia rebaudiana inhibe el crecimiento
de S. mutans. Sin embargo, disminuye el pH del medio, como resultado la

desmineralizacion del esmalte dental, aumentando su potencial cariogénico

Hinds L. et al (2016), compararon la formacién de biofilm por S. mutans en
presencia de formulas infantiles a base de lactosa y sacarosa respectivamente. Asi
también analizé la formacién de biofilm con féormulas infantiles(FI) de contenido
diferente de hierro, para ello se traté un cultivo de S. mutans a 24 horas con diversas
concentraciones de FI diluida en medios bacterioldgicos. Después se procedio lavar,
se fijar y tefiir el biofilm con cristal violeta. Luego se evalué la formacion del biofilm
por medio de la absorbancia. Las FlI a base de sacarosa proporcionaron aumentos
significativos en la formacion del biofilm en comparacion con las Fl a base de lactosa.
La FI de marca comercial especificamente Similac Sensitive RS que es a base de
sacarosa en la mayoria de las diluciones proporciono el aumento mas significativo en
el crecimiento de biofilm en comparacion con el control. Se observé que la sacarosa
como un componente individual, asi resulto un aumento significativo en el crecimiento
de biofilm que la lactosa o el hierro en comparacién con el control. No hubo diferencias
significativas en la formacion de biofilm al comparar la FI con alto contenido de hierro

con la FI con hierro normal o la FI con bajo contenido de hierro.

Hernandez C et al. (2016) determinaron la formacion unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC) en saliva de S. mutans, Lactobacillus ssp. (LB) en saliva
de nifios antes y después del consumo por 30 dias de leche afiadida con xilitol. Para
ello se disefié un estudio analitico, prospectivo, la muestra fue integrada por 20 nifios
comprendidos entre 5 a 11 afios de edad. Durante 30 dias por la mafana, previa
higiene bucal nocturna se dio a beber a cada nifio 250 ml de leche con xilitol (0.024
g/ml); se determiné UFC utilizando el método de placa vertida utilizando el agar Mitis
Salivarius con batricina para S. mutans, de la misma manera se utiliz6 agar
lactobacillus selective (LBS) para LB antes y después del consumo de leche. Como
resultado se observd que el consumo de leche afiadida con xilitol redujo los niveles
de S. mutans y LB. (68 y 86 %) respectivamente en saliva después del consumo de

la leche con xilitol. Los autores concluyeron que la leche afiadida con xilitol produce
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una reduccién significativa de S. mutans y LB en la saliva después de 30 dias (p >
0.05). Del mismo modo indicaron que xilitol resulto un eficaz sustituto de azticar no

cariogénico consumido por los nifios.

Allison et al. (2015) evaluaron los efectos de la leche humana (LH) y sus
componentes en la formacion de biofilm por biofilm S. mutans. En cuanto a la muestra,
se recolectd LH de 11 participantes durante 3-9 meses después del parto. Para
evaluar el efecto sobre la formacion de biofilm, se trato un cultivo de S. mutans de
16 horas con diluciones de LH y varios de sus componentes principales como: lactosa,
lactoferrina, IgA, ademas caseina en placas de microtitulacion de 96 pocillos durante
24 horas. Luego fueron procesadas, fijadas, lavadas, teflidas con cristal violeta para
evaluar la formacién del biofilm, el mismo que se realiz6 mediante la absorbancia.
Siendo los resultados que las diluciones de las muestras de LH aumento
significativamente la formacion del biofilm en comparacion con el control, respecto a
sus componentes, la lactoferrina disminuyo significativamente la formacion del biofilm
en todas las diluciones. Sin embargo, la lactosa no tuvo efecto en las concentraciones
promedio de LH, excepto en su concentracion mas baja donde se incrementd. En
cuanto la IgA disminuy6 significativamente la formaciéon del biofiim en su
concentracion mas alta. Asi también la caseina caus6 un aumento significativo en la
formacion del biofilm en todas las concentraciones probadas por encima del contenido
promedio de LH. Por ende los autores concluyeron el aumento de la formacion del
biofilm de S. mutans por la LH de 3-9 meses después del parto. Entre sus
componentes, la lactosa no tuvo efecto. En cambio, la lactoferrina como la IgA
disminuyeron significativamente en la formacion del biofilm en sus concentraciones

mayores. Solo la caseina aumento significativamente la formacion del biofilm.

Duse M. et al (2014) evaluaron la influencia de diferentes leches de
alimentacion infantil en la formacién de biofilm por Streptococcus mutans. Para ello
se analizaron 03 muestras de leche humana de tres madres diferentes y 05 férmulas
infantiles. Las mismas se evaluaron mediante el protocolo de unidades formadoras
de colonias Para procesar inéculo bacteriano se cultivd el S. mutans en caldo de
infusion cerebro corazon durante 18 horas a 37 ° C en condiciones microaerdfilo. El
crecimiento de S. mutans se determinO en 2 veces. La primera vez después de la
inoculacién de las leches y la otra después de 24 horas de incubacion. Luego de 24

horas de incubacién se observaron cambios en la formaciéon del biofilm, las formulas
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infantiles suplementadas con Lactobacillus reuteri y con Bifidobacterium lactis
mostraron una menor formacion del biofiim frente a las férmulas no
suplementadas. Se concluyé que las férmulas infantiles suplementadas con
probidticos inhiben el crecimiento bacteriano, por lo tanto, se especulan que las
mismas representa un factor preventivo y protector sobre el proceso de caries infancia

temprana.
Antecedentes Nacionales

Veldsquez F et al (2017) evaluaron las posibles propiedades antibacterianas
de la bebida de soja frente a la leche de vaca, con el fin de proponer alternativas
preventivas relacionadas a disminucion de la incidencia y prevalencia caries dental,
considerando que la bebida de soja es un derivado vegetal alternativa a en casos de
alergia a componentes respecto a la leche de vaca,. Para ello se disefi6 un estudio
de tipo experimental, longitudinal, prospectivo, que tuvo como finalidad la comparar
el efecto antibacteriano, en el biofilm de S. mutans. Por consiguiente se obtuvo la
muestra de saliva de 20 infantes, se cultivd en Agar Mitis Salivarius. Después de la
identificacion y aislamientos de cepas puras, se procedid a hacer los ensayos para
probar la eficacia antibacteriana de la bebida de soja, se evalud la susceptibilidad
bacteriana mediante el halo de inhibicion producido por la bebida de soja, la leche
de vaca, asi como del control positivo (clorhexidina 0.12%) y del control negativo
(Agua destilada), se midio en diferentes periodos, a las 24, 48 y 72 horas. Se obtuvo
como resultado que los promedios obtenidos en las tres mediciones a las diferentes
horas, demostr6 que no existe diferencia estadistica significativa respecto a los
efectos antibacterianos de la bebida de soja y la leche de vaca en comparaciéon al
digluconato de Clorhexidina al 0.12%, en la inhibicion del S. mutans (P =0.10). Por lo
tanto los autores concluyeron que no existe efectos antibacterianos de la bebida de
soya y la leche de vaca frente al digluconato de clorhexidina al 0.12%.

Antecedentes local

Como resultado de la busqueda sisteméatica mediante el uso de las
herramientas en diferentes bases de datos. No se observo registro alguno referentes

a estudios locales.



1.2 Bases Teoricas
Alimentacién Infantil

Organismos internacionales como OMS y el UNICEF recomiendan para una
alimentacion infantil ideal, lactancia materna exclusiva durante los primeros 6 meses

de vida.(Organizacion Mundial de la Salud, 2010)

Lactancia materna exclusiva refiere a que el lactante recibe Unicamente de
leche de las mamas de su madre o de una nodriza, o recibe leche humana extraida
de las mamas pecho y no recibe ningun tipo de liquidos o sélidos, ni siquiera agua,
con la excepcidn de solucion de rehidratacion oral, gotas o jarabes de

suplementos.(Kim et al., 2018; Kramer & Kakuma, 2004)

La alimentacion complementaria se denomina al proceso que se inicia cuando
la leche humana no es suficiente para cubrir los requerimientos nutricionales del
lactante, por esta razdn son necesarios otros alimentos y liquidos. El rango del grupo
etario para la alimentacién complementaria, generalmente es considerado desde los
6 a los 23 meses de edad, aun cuando la lactancia materna deberia continuar mas
alla de los 2 afios de edad, la lactancia materna que continGa mas alla de los 2 afios
de edad se denominada lactancia materna prolongada, que se considera a libre
demanda.( Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia [UNICEF], 2008)

Estas recomendaciones pueden ser adaptadas de acuerdo a cultura y
necesidades de los lactantes y nifios pequefios que viven en circunstancias
excepcionalmente dificiles, como es el caso de prematuros o lactantes con bajo peso
al nacer; nifios con desnutricibn grave; y en situaciones de emergencia. Existen
recomendaciones y protocolos para lactantes nacidos de madres infectadas con
diversas compromisos virales como: VIH, COVID-19.

La leche humana en mujeres posparto portadoras en SARS-CoV-2 es
recomendable la lactancia para el recién nacido, en caso que la madre y el recién
nacido se encuentren con una salud estable se favorece la lactancia materna directa,
considerandos siempre las medidas de higiene respiratoria apropiadas. Sin embargo
en caso que la salud de la madre no permite la lactancia materna directa, la leche
debe extraerse previamente y mantenerse sin pasteurizar, siguiendo los protocolos

indicados por la OMS.(Fernandez-Carrasco FJ et al., 2020)



La leche humana.

Es un liquido producido por la gldndula mamaria, de gran complejidad
biologica, constituido por nutrimentos, substancias inmunologicas, hormonas,
enzimas, factores de crecimiento, células inmunoprotectoras, etc., que la hacen
nutricional e inmunolégicamente apta para que un nifio sea alimentado con ella en
forma exclusiva durante los primeros 6 meses de vida (Ballard , 2013; Garcia-Lopez,
2011).

Componentes de laleche humana

La leche humana presenta multiples componentes, los mismo que se modifican

en sus diferentes etapas asi tenemos:

El Precalostro es un exudado del plasma que se produce en la glandula
mamaria a desde la semana 16 de gestacion, la leche es muy rica en proteinas,
nitrégeno total, inmunoglobulinas, acidos grasos, magnesio, hierro, sodio y cloro.
Ademas tiene bajas concentraciones de lactosa, ya que un recién nacido prematuro

tiene poca actividad de lactasa (Ballard, 2013)

El Calostro es producida a los 5 a 7 dias después del parto, aunque en las
madres multiparas puede presentarse al momento del nacimiento del bebé. Se
caracteriza por presentar una consistencia pegajosa y es de color amarillento debido
a la presencia de -carotenos. Su volumen puede variar de 2 a 20 mL/dia en los tres
primeros dias; a medida que el bebé succiona, aumenta hasta 580 mL/dia hacia el
sexto dia (Garcia-Lopez, 2011). Este volumen es suficiente para cubrir las
necesidades del recién nacido por lo que no es necesario complementar con férmulas
lacteas. Tiene mayor cantidad de proteinas (97% en forma de inmunoglobulina,
vitaminas liposolubles, lactoferrina, factor de crecimiento, lactobacilos bifidos, sodio y
zinc. En concentraciones menores se encuentran las grasas, la lactosay las vitaminas
hidrosolubles. Por ello, el calostro protege contra infecciones y alergias ya que
transfiere inmunidad pasiva al recién nacido por absorcion intestinal de
inmunoglobulinas; ademas, contiene 2000 a 4000 linfocitos/mm3 vy altas

concentraciones de lisozima (Ballard, 2013).

Leche de transicion se produce después del calostro y dura entre 5y 10 dias.

Al transcurrir los dias progresivamente se elevan la cantidad de lactosa, grasas, por



aumento de colesterol y fosfolipidos y vitaminas hidrosolubles; disminuyendo las
proteinas, las inmunoglobulinas y las vitaminas liposolubles debido a que se diluyen
por el incremento en el volumen de produccién, que puede alcanzar 660 mL/dia
aproximadamente el dia 15 posparto. Su color blanco se debe a la emulsificacion de

grasas y a la presencia de caseinato de calcio (Ballard, 2013).

Leche madura inicia su produccion al dia 15 posparto y puede continuar por
mas de 15 meses, su volumen promedio es de 750 mL/dia, llegando hasta 1,200
mL/dia en madres con embarazo multiple, la misma que esta compuesta por
elementos como: agua, hidratos de carbono, grasas, proteinas, minerales, vitaminas

y oligoelementos.

El agua que representa el 87% del total de sus componentes y cubre
satisfactoriamente los requerimientos del bebé, aiun en circunstancias extremas de

calor, por lo que no se requieren liquidos suplementarios.

Los hidratos de carbono y las grasas aportan al dia un promedio 670 a 700
kcal/L. Asi los hidratos de carbono aportan energia al sistema nervioso central. La
lactosa constituye el principal hidrato de carbono que favorece el desarrollo de la flora
intestinal por las Bifidobacterias e impide el crecimiento de microorganismos
patégenos por ser acidificante; mejora la absorcion de calcio y mantiene estable la
osmolaridad de la leche porgue conserva bajas concentraciones de sodio y potasio
(Ballard, 2013).

Respecto al volumen de lipidos varian entre 1 a 7 g/dL. La leche humana
aporta acidos grasos conocidos como acidos grasos indispensables ya que no
pueden ser sintetizados de nuevo por el ser humano y proceden de la dieta de la
madre, estos acidos grasos se convierten en acidos grasos poliinsaturados, vital en
el desarrollo estructural y funcional de los sistemas visual-sensoriales, perceptual y
cognitivo del lactante; y el acido araquidonico, atil como sustrato como las
prostaglandinas, los leucotrienos y tromboxanos, que modulan las respuestas
inflamatoria e inmune al activar la proliferacién de linfocitos y las células asesinas por

naturaleza. Denominadas también células NK por sus siglas en Inglés (Ballard , 2013).

La presencia de las proteinas en la leche humana varia entre 8.2y 9 g de por
litro; su concentracion se disminuye con el progreso de la lactancia. El tipo de

proteinas que estadn presentes la leche humana, la hacen Unica para la especie
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humana, por su mayor biodisponibilidad gracias a la presencia de diversas enzimas

digestivas como la amilasa (Ballard, 2013).

Las proteinas de la leche humana son diversas asi tenemos a las proteinas
del suero, de las cuales la a-lactoalbumina es la mas numerosa lo que constituye el
37%. Su importancia radica en que actia como cofactor en la biosintesis de lactosa.
Tiene baja alergenicidad, puesto que presenta un peso molecular de 14,500 Da,
mucho menor comparado con la proteina conocida como B-lactoglobulina, que llega
a pesar 36,000 Da, esta proteina se encuentra en la leche entera de vaca y por
consiguiente las férmulas infantiles, sin embargo, no esta presente en la leche
humana. Asi la B-lactoglobulina es responsable de la mayoria de alergia en los nifios,
por ese motivo esta contraindicado el consumo en los primeros meses de vida del
lactante.(Allison et al., 2015; Bo Lénnerdal, 2009)

Por otro lado, la lactoferrina representa el 27% de total de seroproteinas, se
une al hierro para mejorar su transporte y absorcion, el hierro en forma natural
contribuye la disminucién de la prevalencia anemia en los recién nacidos, lo que no
sucede en la formula infantiles, a lo que le tienen que afadir este mineral. Por otro
lado es preciso indicar que la lactoferrina inhibe el crecimiento de bacterias como los

S. mutans.

Otra proteina presente en la leche humana es la caseina. asi tenemos que la
B-caseina que se une con la K-caseina y con los iones de fésforo para formar micelas
de reducido tamafio, que presentan una medida entre 30-75 nm, que comparando
con los 600 nm que mide la a-caseina de la leche de vaca. Por lo tanto, la leche
humana es biodisponible en el intestino del lactante por presentar un de tamafio

reducido, en comparacion con el tamafio de la leche de vaca.

En la leche humana madura, se encuentran gran variedad de vitaminas asi
tenemos a las vitaminas hidrosolubles presentan una concentracion ideal como el
niacina y la vitamina C que son la de mayor numero. De las vitaminas liposolubles, la
leche contiene mayores concentraciones de B-caroteno y la vitamina E. A pesar de lo
limitado de niveles 6ptimos de vitamina D los lactantes alimentados con leche humana

no padecen raquitismo.(Ballard, 2013; Lonnerdal, 2009)

Respecto a los minerales, cobra vital importancia el hierro, cuyas

acumulaciones se disminuye durante el periodo de la lactancia hasta mantenerse
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estable a los seis meses, de manera se absorbe entre 45y 75% de su contenido total,
mientras que la leche de vaca solo es de 10%, por lo tanto, la leche de vaca no es
una fuente importante de hierro, mineral muy conveniente en los lactantes. De esta
manera el hierro contenido en la leche humana se considera una alta
biodisponibilidad, dado a su mayor absorcidon en comparacion con la leche de vaca
gue esta adecuado para las crias del ganado vacuno, que tienen un estomago

diferente al del ser humano ( Lonnerdal, 2009).

Entre los oligoelementos estan presentes el zinc que forma parte de los
sistemas activadores de las enzimas; su concentracion en la leche humana es
aproximadamente de 2 a 4 mcg/mL y tiene biodisponibilidad elevada: 45 a 58% de la
fraccidon sérica de las proteinas. Otro oligoelemento es el fllor, a pesar de su baja
cantidad, es util para prevenir las caries, lo cual es evidente si se compara a los
lactantes alimentados al pecho materno con los alimentados con férmulas infantiles,
asi también el magnesio que se mantiene en equilibrio muy estable con el calcio en
la leche humana para prevenir hipocalcemia en el recién nacido (Lonnerdal &
Kelleher, 2009).

Contraindicaciones a la lactancia materna.

La lactancia materna considerado como patrén de oro de la alimentacion
infantil. No obstante la misma presenta contraindicados como los relacionados a las
afecciones maternas y del recién nacido. En estos casos la sugerencia es que no
amamante en consecuencia se introduzca los sucedaneos de manera temporal o

permanente (Eidelman & Schanler, 2012).

Respecto a las afecciones infantiles estan incluidos a los recién nacidos que
no deben reciben leche materna ni otra leche excepto formula especializada, asi
tenemos a la galactosemia clasica se necesita una férmula infantil especial libre de la
presencia de galactosa. Enfermedad de orina en jarabe de arce: se necesita una
formula infantil especial libre de la presencia de leucina, isoleucina y valina.
Fenilcetonuria en este caso se requiere una férmula infantil especial libre de

fenilalanina.

En lo recién nacidos la leche humana se considera como la mejor opcion de
alimentacion. Sin embargo, pueden necesitar otros alimentos por un periodo limitado

ademas de leche humana. asi tenemos en recién nacidos con muy bajo peso al nacer
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gue nacen con menos de 1500g; muy prematuros, por ejemplo, los que nacen con
menos de 32 semanas de gestacion, en caso de los recién nacidos con riesgo de
hipoglicemia debido a una alteracion en la adaptacion metabdlica, o incremento de la
demanda de la glucosa, en particular aquellos que son pretérmino, pequefos para la

edad gestacional.

En cuanto a las afecciones maternas que se sugiere evitar la leche humana
tenemos: Las infecciones por VIH, si la alimentacién de sustitucion es aceptable,
factible, asequible, sostenible y segura. En la actualidad, no se sugiere que las
madres VIH positivas amamanten. Sin embargo, en el mundo en vias de desarrollo,
donde la mortalidad aumenta en los lactantes que no estdn amamantando por una
alta prevalencia de malnutricion y enfermedades infecciosas regiones vulnerables
como en el contiene africano, la lactancia materna puede aumentar el riesgo de
contraer la infeccion por VIH de la leche materna. Los lactantes en areas con VIH
endémico que son amamantados exclusivamente durante los primeros 3 meses
tienen un riesgo menor de contraer la infeccién por el VIH que los que recibieron una
dieta mixta de leche humana y otros alimentos como son las formulas infantiles
comerciales. Informes actuales reportan que la combinacion de la lactancia materna
exclusiva durante 6 meses con terapia antirretroviral disminuye significativamente

positiva la adquisicion postnatal de VIH-1.

Se recomienda evitar la lactancia materna temporalmente en condiciones de
salud grave que no permite cuidar a su bebé, asi tenemos: la septicemia. Herpes
Simplex Tipo | (HSV-1) se debe evitar contacto directo entre las lesiones ulcerosas
en el pecho materno y la boca del bebe hasta que toda lesion activa haya superado
(Eidelman & Schanler, 2012).

Otra de la contraindicacion es en el caso que la madre es administrada por
algunos farmacos, asi tenemos a los medicamentos psicoterapéuticos sedativos,
antiepilépticos, opioides y sus combinaciones pueden causar efectos colaterales tales
como mareo y depresion respiratoria que pueden presentar repercusiones en los
lactantes. Se sugiere evitar el uso de iodo radioactivo-131 debido a la existencia de
nuevas opciones mas seguras disponibles, medicamento que se administra en casos
de una actividad excesiva de la glandula tiroides, cuando la madre es diagnosticada
con hipertiroidismo, de modo que puede reiniciar la lactancia luego de dos meses de
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recibir este tratamiento. El uso excesivo de yodo o tépicos en la presentacion de
yodopovidona, utilizado especificamente en heridas abiertas o0 membranas mucosas,
puede ocasionar como consecuencia supresion tiroidea o anormalidades
electroliticas en el lactante. Asi también, la quimioterapia citotdxica requiere que la

madre evite la lactancia durante el periodo de la terapia (Eidelman & Schanler, 2012).

En situaciones muy especificos cuando la lactancia no esta contraindicada,
aunque presentan condiciones clinicas comprometidas como: Absceso mamario: la
lactancia deberia continuar con la mama que no esta afectado; después continuar de
superado la lesiéon. En casos de Hepatitis B, los lactantes deben recibir la vacuna de
la hepatitis B, en las primeras 48 horas o apenas sea posible después. En casos de
hepatitis C, mastitis, si la lactancia suele ser muy dolorosa, debe extraerse la leche
para evitar la afeccion. Madre portadora de Tuberculosis, la lactancia materna se
puede reiniciar cuando con recibe tratamiento durante un periodo minimo de 2

semanas.

Finalmente, también esta contraindicando el uso de substancias toxicas, se ha
observado efecto nocivo en los lactantes cuyas madres consumen nicotina, alcohol,
anfetaminas, cocaina y estimulantes. El tabaquismo materno, se recomienda la
suspension de la misma, se asocia con una mayor incidencia de alergia respiratoria
infantil. Asi también, el alcohol, opioides, benzodiacepinas, cannabis y sustancias
relacionadas pueden causar sedacion tanto en la madre como al lactante (Eidelman
& Schanler, 2012).

Inmunologia de la leche humana.

Se tiene conocimiento que el sistema inmunitario del recién nacido es menor
al del adulto en el 1%. La leche humana es considerada como “la primera vacuna”
inmunidad pasiva que recibe el lactante, ya que lo protege contra numerosas
infecciones a las que esta expuesto durante el primer afio de vida. De ahi que la
lactancia se desarrolla y se activa el tejido linfoide presentes con las mucosas del
lactante, en el intestino, los pulmones, las glandulas mamarias, las glandulas salivales

y lagrimales, y las vias genitales (Garcia-Lopez, 2011).



La leche humana disminuye el riesgo de desarrollar enfermedad celiaca, tiene
efectos preventivos para diferentes patologias como la enfermedad de Crohn, la colitis
ulcerosa, la esclerosis multiple y la artritis reumatoide. Asi también La lactancia
materna se asocia con la reduccién en el riesgo de inflamacioén infantil enfermedad
gastrointestinal, por todo ello constituye el patron de oro de la alimentacion infantil
(Anatolitou, 2012).

Cuando la lactancia materna exclusiva estad contraindicada, se recomienda
incluir en la alimentacion del recién nacido las diversas férmulas infantiles

comerciales, se prioriza el menor contenido de sacarosa entre sus componentes.

Férmula infantil.

Constituye una alternativa a la leche humana para alimentar al infante en
algunos casos que esta contraindicado debido a multiples causas como infecciones
tanto de la madre como del lactante, Las formulas infantiles se obtiene de otros

mamiferos como son la vaca, oveja y cabra.

Numerosas organizaciones de salud, incluida la Organizacion Mundial de la
Salud, la Academia Americana de Pediatria, la Academia Americana de Médicos de
Familia y varias otras, promueven la lactancia materna como el patron de oro de la
nutricion para los lactantes durante el primer afio de vida. Se recomienda que los
lactantes que no son amamantados consuman férmulas infantiles fortificadas con

hierro para prevenir la anemia (Tham et al., 2015).

Componentes de la formula infantil.

La férmula para infantes es un producto a base de leche obtenida de
mamiferos tanta de vacas u otros animales o una mezcla de otros ingredientes que
han demostrado ser adecuados para la alimentacion infantil. Todos los componentes
y aditivos alimentarios deben estar libres de gluten. La férmula para infantes
preparada para el consumo de acuerdo con las instrucciones del fabricante debe

contener por 100 ml, no menor de 60 kcal de energia (Adlerberth & Wold, 2009).



La composicion de férmulas infantiles incluye proteinas, lipidos, carbohidratos,
acido linoleico, vitaminas y minerales en rangos estandarizados. Cuando se prepare
de acuerdo con las instrucciones segun indica el fabricante, el producto debe estar
libre de grumos y particulas gruesas grandes y en condiciones adecuadas para la
alimentacion del infante. Los componentes deben ser higiénicos, de calidad, seguros
y adecuados para que los lactantes los ingieran, pasando por un control de calidad
estricto. Ademas, se evallan las caracteristicas de calidad normales, como el color,
el sabor y el olor. Asi pues, se le afiaden diversos espesantes y reguladores de la
acidez. El resultado del producto y su componente no deberian ser tratados por
irradiacion ionizante. De esta manera, la seguridad nutricional y la adecuacion de la
formula deben demostrarse cientificamente para apoyar el crecimiento y desarrollo
de los infantes (Adlerberth & Wold, 2009).

El contenido de carbohidratos en la férmula infantil se distribuye basicamente
entre lactosa, sacarosa, maltosa o glucosa. Las formulas infantiles con mayor
contenido de sacarosa son alternativas a las formulas a base de leche que contienen
lactosa. Los gramos de azUcares totales que contienen aproximadamente varian
entre de 1.28 a 11.16 g. en algunos casos se encuentra hasta 12 g de azucar ( More
et al, 2018 ; Walker & Goran, 2015).

La leche humana proporciona una nutricién ideal al lactante y constituye una
fuente de lactobacillus, bifidobacterias y Streptococcus. Sin embargo, ciertos
componentes de la leche humana inhiben el crecimiento y la union de las algunas

bacterias cariogénicas como el S. mutans ( More et al., 2018).

Los estudios realizados por Holgerson et al. (2014) demostraron que los
recuentos de los lactobacillus en la cavidad oral fueron mas altos en infantes
alimentados con en la lactancia materna en comparacion con los lactantes
alimentados con férmula infantil. Por lo tanto los autores concluyeron que las especies

de lactobacillus tenian un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de S. mutans.

La microbiota de la oral difiere en los lactantes de alimentados con leche
humana y alimentada con formula infantil. Los posibles mecanismos para las
diferencias microbianas observadas incluyen la supresion de especies por

lactobacillus nativos de la leche humana. Esto sugirié que los lactantes alimentados



con formula tenian un mayor riesgo de desarrollar caries dental por una presencia

mayor de S. mutans.

Por otro lado Tan et al. (2015) realizaron una revision sistematica, la misma
gue presentaba como por objetivo evaluar el potencial cariogénico de diversas
formulas infantiles. Dentro de sus resultados encontraron algunos estudios que
asociaban las férmulas infantiles a base de sacarosa con la caries dental, Sin
embargo, los resultados no fueron significativos. Por lo tanto, no fueron son
concluyentes en consecuencia no se pueden hacer recomendaciones concretas. En

especial respecto el rol de la caseina como efecto asociado al potencial cariogénico.

Potencial Cariogénico de la leche humanay laleche de vaca.

Diversos estudios han reportado que la prevalencia de caries dental causada
por la leche de vaca es relativamente baja en comparacién con la leche humana, entre
los factores que estan relacionados se ha considerado a un bajo contenido de
minerales, pero una mayor concentracion de lactosa de 7% de la leche humana frente
al 3% correspondiente a la leche de vaca; Por otro lado, el menor contenido de
proteinas de la leche humana aproximadamente 1.2 g / 100 ml frente a 3.3 g/ 100
ml de la leche humana (More et al.,2018 ; Anatolitou, 2012). Aunque es preciso indicar
gue estas proteinas en menores en cantidades presentan una mayor biodisponibilidad
para el infante. Por lo tanto, el factor mencionado de la leche de vaca podria tener un
mayor potencial de remineralizacion de los dientes, en consecuencia, favorece la baja

prevalencia de caries dental.

Sin embargo, la lactancia materna esta considerada como el patrén de oro de
la alimentacién infantil, complementandose con una buena higiene bucal se puede
mantener una boca saludable del infante, reduciendo de esta manera los factores de

riesgo que generan las lesiones cariosas.



Potencial Cariogénico de las formulas infantiles.

Los hidratos de carbono utilizados en la formula infantil son principalmente
basados en sacarosa y lactosa. La sacarosa se considera el carbohidrato dietético
mas cariogénico, fermentable por las bacterias orales. Este proceso resulta en la
reduccién del pH en la cavidad oral. De modo que actia como un sustrato basico para
la formacién de polisacaridos extracelulares e intracelulares en la placa dental
originando lo que se denomina biofilm. La lactosa es fermentada con menos facilidad
por S. mutans en comparacion con la sacarosa ( More et al, 2018 ; Walker & Goran,
2015).

A medida que los infantes van cambiando el tipo de alimentacion de la lactancia
materna hacia una alimentacidbn complementaria, se introducen a los alimentos
solidos, entre ellos estan los productos alimenticios procesados adicionales que
contienen azucares afiadidos. Al igual que algunas férmulas infantiles, los mismos
que estan compuestos por sacarosa, fructuosa, glucosa y otros azlcares que no

estan presentes en la leche humana.

Lamentablemente los alimentos comerciales que consumen los infantes muy
menudo estan expuestos una fuentes de azucares afiadidos, de ahi que, estas
azucares contribuyen a la exposicion diaria total al aztcar ( More et al, 2018 ; Walker
& Goran, 2015).

Por lo tanto las azucares afiadidas denominadas también azUlcar extrinseca,
constituyen un factor de riesgo a lesiones cariosas, conduciendo a un desequilibrio
de la microbiota en la cavidad oral, siendo necesario implementar medidas
preventivas para reducir el riesgo mediante la higiene bucal y aplicaciones de fltor

segun el riesgo de cada infante.

Microbiota de la cavidad oral

La microbiota de la cavidad oral fue el primer ecosistema microbiano en ser
descrito  por el neerlandés Anton van Leeuwenhoek en el 1863 quien observo por
primera vez un biofilm oral, denominando a estos microorganismos como
animaliculos, Luego en el afio 1924, J. Clarke aislé un organismo de las lesiones

cariosas y por su caracteristica propia de forma ovalada y mutante lo
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denomino Streptococcus mutans. Sin embargo, a mediados de la década de 1960,
los estudios clinicos y de laboratorio en animales describieron a S. mutans como un

importante agente etiologico en la caries de dental.

Al transcurrir el tiempo estas técnicas fueron mejorando, actualmente con las
técnicas de secuenciacién a gran escala han permitido construir bases de datos
gendmicas, como la base de datos ampliada del microbioma oral humano (HOMD),
sistema que ayudo a clasificar a los mismo y dar a conocer que actualmente existen
aproximadamente 775 taxones presentes en la cavidad oral, se estima que el nimero
de filotipos podrian estar alrededor de 19000 (Serrano y Jiménez, 2015; Simon-Soro
& Mira, 2015; Verma et al., 2018).

La cavidad oral humana alberga la segunda microbiota mas abundante
después del tracto gastrointestinal, donde el 70% de las especies cultivables, el 30%
no se han cultivado. Del 70%, solo el 57% tiene asignado un género y especie, de

ellos el 13% aun no posee un nombre (Simoén-Soro & Mira, 2015; Verma et al., 2018).

Las bacterias de la cavidad oral pertenecen a una comunidad compleja de
numerosas especies que participan en la formacion biofilm, envolviendo todas sus
funciones, interacciones y propiedades. El concepto actual se contempla en la
asociacién y sucesion de varios microorganismos sobre una superficie abidtica o
bidtica. La cavidad oral, presenta superficies duras y superficies blandas, las cuales
propiciaran la formacion de biofilm en una eventual disbiosis, causando caries dental,

siendo uno de los responsables el S. mutans (Zukanovi et al., 2018).

Disbiosis en la microbiota de la cavidad oral.

Los microorganismos en la cavidad oral, se conserva en equilibrio para
mantener un ecosistema bucal saludable (simbiosis), cada individuo alberga una
microbiota personalizada, que generalmente esta relacionado a los habitos
alimentarios, higiene bucal, estilos de vida, entre otros factores que mantienen en
constante equilibrio la cavidad (Serrano y Jiménez, 2015).

En consecuencia, son los diversos factores asociados a malos habitos: como
el consumo de tabaco, alcohol, desdrdenes alimenticios, estrés, desequilibrio
hormonal, pubertad, gestacion, mala higiene bucal, diabetes, enfermedades crénicas

y enfermedades autoinmunes. Perturban el equilibrio de la comunidad microbiana
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produciendo desequilibrio en cada nicho presente en la cavidad oral (disbiosis). Asi
el consumo excesivo de carbohidratos unido a la mala higiene, haran que promueva
el crecimiento del S. mutans sobre las superficies dentarias produciendo una
disbiosis y posteriormente la formacion de un biofilm cariogénico (Simén-Soro & Mira,
2015; Verma et al., 2018; Zukanovi et al., 2018).

Microbiota oral infantil.

La microbiota del recién nacido es colonizado inicialmente por bacterias
anaerdbicas facultativos, como los del género Streptococcus, llamados también
colonizadores iniciales o especies pioneras (Sanguinis, mitis, gordonii, oralis y
parasanguinis) debido a que el tipo de nicho ecoldgico que presenta el recién nacido

es solo mucosa, seguidos por géneros anaerébicos, como la Veillonella.

Aun cuando el primer contacto de un recién nacido con microbiota se considera
postnatal, existe evidencia clinica de presencia microbiana en placenta, sangre de
corddén umbilical, liquido amnidtico y meconio en embarazos a término. La microbiota
de la placenta no son similares a la microbiota de la vagina, ni del estbmago de la
madre, pero si a la microbiota de la cavidad oral de la madre, lo mismo que sugiere
gue cada vez que la gestante se cepilla los dientes cambia la microbiota de la cavidad
oral y también la microbiota de la placenta.

Las principales fuentes de transmision microbiana a los neonatos durante los
primeros periodos de variacion microbiana lo conforman: la microbiota vaginal de la
madre, intestinal, tipo de la saliva de la madre y personas cercas al bebe, asi como
también la leche humana y otras fuentes (Holgerson, 2013). Estas condiciones

microbianas iran modificandose al pasar del tiempo.

La leche humana es considerada durante mucho tiempo un alimento superior
para los bebés, aumentando la resistencia a las infecciones, proporcionando nutricion
y siendo una fuente de rica en bacterias que sirven como indculo para el recién nacido.
El género Streptococcus es uno de los grupos bacterianos dominantes que se
encuentran en la leche humanay diversas especies, incluido Streptococcus salivarius

gue se encuentran con frecuencia en la cavidad oral.

- 20 -



La alimentacion complementaria modifica el microbiota oral, condicionada si la
misma es rica en carbohidratos como la sacarosa presente muchas veces en las
formulas infantiles; asi también la erupcion de la denticion primaria a los
aproximadamente a los 6 meses de edad, la presencia de esta estructura dentaria,
propiciara que otras especies microbianas puedan colonizar los nuevos nichos
ecoldgicos, es el caso de los S. mutans, que colonizara las superficies dentarias, la
Prevotella intermedia, espiroquetas y demas anaerobios encontrandose en el sulco
gingival que se formara con la erupcion de los primeros dientes (Saudamini et al,
2018; Simon-Soro & Mira, 2015; Zukanovi et al., 2018).

Taxonomia de los Streptococcus mutans.

El género de Streptococcus, es la especie mas predominantes en la cavidad
oral humana.(Beighton et al., 1991; Cruz Quintana et al., 2017; Lancefield, 1933;
Sherman, 1937) Con el advenimiento de la secuenciacién genética, se introdujo un
enfoque nuevo y mas preciso para la identificacion de microrganismos, la secuencia
de la regiobn 16S rRNA se utiliza para determinar las relaciones filogenéticas
especificas: como género y especie de los microrganismos (Kawamura et al., 1995;
Whiley & Beighton, 1998).

El secuenciamiento genético del gen 16S rRNA, clasifico a los microrganismos
de la cavidad oral en 6 filos, de esta manera encontraremos a las Actinobacterias,
Proteobacteria, Fusobacteria, Bacteroidetes, Spirochaetes y a los Firmicutes, que
constituyen el 96% del total de bacterias bucales (Cruz Quintana et al., 2017; Serrano
HA, Jiménez M, 2015).

El Streptococcus mutans es una bacteria gram positiva, que posee una
morfologia en forma de cocos, como su propio nombre lo describe (cadena de cocos),
esta bacteria estd asociada directamente con la caries dental, debido a su capacidad
acidogénica e acidurica. Pertenece al filo de los firmicutes, clase: bacilli, orden:
Lactobacillales, familia: Streptococaceae, genero: Streptococcus y especie: mutans.
La especie mas representativa de este género es la cepa UA159, que fue aislada de
caries activa de niflos, y porque posee toda la secuencia gendmica completa
disponible en la base de datos de MEDLINE o también podriamos encontrarla en
HOMD.



Mecanismo de colonizacion

El género Streptococcus en general son importantes colonizadores primarios
de la boca excepto el mutans, ellos presentan multiples adhesinas de alta afinidad
gue median la union inicial a las superficies dentales a través de interacciones en
presencia de sustratos como la sacarosa en saliva, produciendo una pelicula
adquirida en la superficie, la misma que esta conformada principalmente por las
proteinas ricas en prolina, las glicoproteinas, las mucinas y el acido sialico. Los
polisacaridos extracelulares del S. mutans son producidos, por las enzimas proteicas
extracelulares glucosiltransferasas (Gtf) y la fructosiltransferasa (Ftf), que permiten
sintetizar glucano y fructanos provenientes de la sacarosa, estos son constituyentes
principales de la matriz del biofilm cuya produccion se desencadena con la adherencia
bacteriana (Bowen & Koo, 2011; Kreth et al., 2009).

Los S. mutans son responsables de producir 3 tipos de glucanos extracelulares
a traveés de las glucosiltransferasas GtfB, GtfC y GtfD, que facilitan la adhesiéon de
las bacterianas y entre las bacterias, de manera que las Gtf promueven la unién
irreversible de los microorganismos a la superficie del diente. Las Gtf se clasificadas
en: Gtf C .se une y adsorbe a la pelicula adquirida, Gtf B: incrementa la cohesion del
biofilm, Gtf D: sintetiza un polisacéarido soluble. Asi como también estan presentes las
proteinas fijadoras de glucanos Gbp se encargan de la coagregacion

bacteriana.(Bowen, 2016)



1.2Marco Conceptual

Biofilm

Comunidad de bacterias, hongos, protozoos, arqueas y virus, a menudo en

forma de una estructura compleja (MacHiulskiene et al., 2020).
Leche humana

Liquido producido por la glandula mamaria, de gran complejidad biolégica,
constituido por nutrimentos, substancias inmunoldgicas, hormonas, enzimas,

factores de crecimiento, células inmunoprotectoras ( Garcia-Lopez, 2011).
Sustituto de Leche Humana

Bebidas alimenticias que se utilizan como remplazo nutricionales de la leche
(Grummer-Strawn, 2018).

Leche bovina

La produccion de leche se refiere exclusivamente a la de ganado vacuno (More
et al.,2018).

Foérmula Infantil

Es una alternativa a la leche materna para alimentar al nifioy obtiene de otros
humanos (madres sustitutas) u otros mamiferos. Las fuentes mas utilizadas son la
vaca, oveja y cabra. Las fuentes mas utilizadas son la vaca, oveja y cabra (Saudamini
et al., 2018).

Streptococcus mutans

Coco Gram positivo, anaerébico facultativo productor de &cido lactico con
capacidad de cambiar un medio de pH 7 a pH 4.2 en, aproximadamente, 24 horas
(Abranches et al., 2019; Lemos et al., 2019).

Potencial Cariogénico

Se denomina asi, al efecto directo que presentan alimentos que estan
compuesto por azucares, y también al efecto de las bacterias que sobre la formacion

de lesiones cariosas.



1.4 Marco Filosofico
Al promediar del siglo XX fue aceptada por consenso la Teoria

Quimioparasitaria desarrollada por Miller (1890). Luego Keyes postulé en 1960 un
esquema integrado por tres factores (huésped, microorganismos Yy dieta)
considerados como factores primarios, los cuales se desarrollan dentro de la cavidad
bucal; asi también Newbrum en 1978 sustento un modelo mas preciso ante la
evidencia, afadi6 el factor tiempo. Sin embargo, Uribe-Echevarria y Priotto en 1990
argumentan la llamada grafica pentafactorial incluyendo el factor de la edad
(Echevarria et al., 1990).

Diversos autores, como Frietas y Bratthal et al. (2001), asimismo Baelum y
Fejerskov (2003), plantearon los factores modulares, que se desarrollan fuera de la
cavidad bucal como: tiempo, edad, salud general, fluoruros, nivel de educativo, nivel
socioeconémico, experiencia previa de caries, grupo epidemioldgico y variables del
comportamiento. Concluyendo en la configuracién del Modelo Etiolégico Multifactorial
de la caries que es el resultado de diversos factores etiologicos, conformados por los
factores primarios y moduladores, siendo adaptado por Baelum y Fejerkov en el
2001 (Fejerskov, 2008).

El consenso actual de la definicion de caries dental fue publicado por la ORCA
(The European Organisation for Caries Research) e ICDAS (International Caries
Detection and Assessment System) en enero del 2020, el cual lo define como una
enfermedad dinamica, multifactorial, no transmisible, mediada por biofilm, modulada
por la dieta, que produce una pérdida mineral neta de los tejidos duros dentales
(MacHiulskiene et al., 2020).

El mismo consenso proporciona una definicion epidemiolégica de Caries de
Infancia Temprana (CIT) como la presencia de una o mas caries (lesiones no
cavitadas o cavitadas), ausentes (debido a caries) o superficies restauradas en

cualquier diente primario de un nifio menor de 6 afios (MacHiulskiene et al., 2020).

La CIT es la "enfermedad cronica mas comun de la infancia”, afecta al 60—90%
de todos los nifios en edad escolar ( Machiulskiene et al., 2020; Tinanoff et al., 2019).
Cuando progresa puede causar dolor agudo, sepsis y una posible pérdida de dientes;
la mala salud dental en la infancia puede interferir con la calidad de vida, la nutricién

y la participacion escolar del nifio nuestro pais no es ajena a estos indicadores, y por
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muchos afios no se ven alguna mejora en el su control o prevencion (Castillo et al.,
2019).

La caries dental se ha investigado durante muchos afios mediante el uso de
métodos basados en cultivos selectivos, y el papel de Streptococcus y la presencia
de Lactobacillus han sido reconocidos como roles sustanciales en la caries dental.
Otros factores de riesgo no microbiolégicos que pueden desempefiar un papel
importante en Caries de la Infancia Temprana como son los factores del hospedador,
los factores ambientales y la dieta. La caries dental es un producto de la pérdida de
la estructura dental y es impulsada por el &cido producido por ciertas bacterias
bucales que fermentan los sustratos de carbohidratos, que principalmente esta

basado en leches de alimentacién infantil (Hughes et al., 2012).

La alimentacién inicial de todo neonato es la leche humana, y
complementariamente los sustitutos artificiales; esta interaccion y la contribucion del
crecimiento de los microorganismos especialmente S. mutans, merecen ser tomados

en cuenta.

El marco filoséfico para el desarrollo de la investigacién propuesta es el
positivismo propuesta por Augusto Comte que es una teoria del conocimiento que
sostiene que la verdadera fuente del saber son los hechos, la experiencia y la
observacion: detallada, continua, objetiva, predictiva y causal de esos fenbmenos
experienciales, mediante la aplicacion de los pasos del método cientifico, guiado por
la raz6n analitica, indispensable para lograr los objetivos propuestos y contribuir en el
planteo de propuestas para el control y prevencion de esta afeccion como es la Caries

de Infancia Temprana.



CAPITULO Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 Situacion problematica
Segun la Organizacion Mundial de la salud la ingesta elevada de azucares

libres es preocupante por su asociacion de una dieta rica en carbohidratos y diversas
patologias cronicas, entre ellas tenemos a la diabetes tipo I, la obesidad, sindrome
metabdlico y caries dental (OMS, 2003).

La OMS en su mas reciente informe sobre azucar y salud, recomienda limitar
el consumo de azucar libre a menos del 10% de la energia consumida para prevenir
las patologias relacionadas, Asi, la restriccion de la ingesta a menos del 5% podria
ofrecer beneficios adicionales especialmente en relacion con la caries dental (OMS,
2003).

Diversos estudios de cohorte en poblaciones de nifios sugieren una asociacion
positiva entre el nivel de ingesta de azlcares libres y la caries dental. Las pruebas
cientificas sugieren la prevalencia mas alta de caries dental cuando el nivel de ingesta
de azucar es superior al 10% de la ingesta calérica total en comparacion con lo que
ocurre cuando es inferior al 10% de la ingesta caldrica total (OMS, 2015).

Numerosas organizaciones de salud, como la Organizacion Mundial de la
Salud (2002), la Academia Americana de Pediatria (1997), la Academia Americana
de Médicos de Familia (2003) y otras, promueven la lactancia materna exclusiva
como el patron dorado hasta los 6 meses, luego continuar con la alimentacion
complementaria, afiadiendo a su alimentacién otras fuentes de nutrientes hasta los
2 anos de edad (Walker & Goran, 2015).

El contenido de carbohidratos en la férmula infantii estd compuesto
principalmente entre lactosa, sacarosa, maltosa o glucosa. Las formulas con mayor
contenido de sacarosa son alternativas a las formulas a base de féormulas que
contienen lactosa. Los gramos de azUcares totales varian de 1.28 a 11.16 g. En

algunos productos contienen hasta 12 g de azucar (Insitute of Medicine, 2004).

La leche humana proporciona nutricion al infante y es una fuente de bacterias
entre ellas se puede mencionar, Staphylococcus, Lactobacilos, Bifidobacterias y

Streptococcus en cantidades minimas y solo las necesarias, No obstante los



componentes de la leche humana inhiben el crecimiento y la unién de las bacterias

cariogénicas, en particular del Streptococcus mutans (Danielsson Niemi et al., 2009).

El estudio realizado por Holgerson et al.(2014), revel6 que la presencia de los
Lactobacilos en la cavidad bucal fueron mas altos en la leche humana en
comparacién con los lactantes alimentados con formula. Asi concluyeron que las
especies de Lactobacilos tenian un efecto inhibitorio sobre los Streptococcus mutans.
En consecuencia esto sugirié que los bebés alimentados con formula infantil tenian

un mayor riesgo de desarrollar caries dental.

La caries de infancia temprana (CIT) es un problema global que compromete
la salud bucal, y Pert no es ajeno a ello, constituyéndose en uno de los paises con
alta prevalencia de CIT no tratada en América Latina. Asi tenemos que los factores
de riesgo para CIT los conforma la pobreza, escaso conocimiento en salud oral y alto
consumo de azucar (Castillo et al., 2019).

2.2 Formulacion del problema

a) Problema general
P.E.1 ¢Cual es el potencial cariogénico que producen las diferentes leches de

alimentacion infantil por la presencia de Streptococcus mutans en el biofilm?

b) Problema especifico
P.E.1 ¢Cudl es el potencial cariogénico de la leche humana en la formacion

de biofilm por Streptococcus mutans?

P.E.2 ¢Cual es el potencial cariogénico de la leche bovina en la formacién de

biofilm por Streptococcus mutans?

P.E.z ¢Cual es el potencial cariogénico de la formula infantil a base de lactosa

la formacion de biofilm por Streptococcus mutans?

P.E.a ¢Cudl es el potencial cariogénico de la formula infantil a base de

sacarosa la formacion de biofilm por Streptococcus mutans?

P.E.s ¢Existen diferencias del potencial cariogénico de las diferentes leches

de alimentacion infantil en la formacion de biofilm por Streptococcus mutans?



2.3. Justificacién e importancia
El presente trabajo de investigacion se justifica por las siguientes razones:

Justificacion Teobrica

Los resultados del presente estudio pretenden brindar informacion relevante
respecto los efectos de las diferentes leches sobre el crecimiento de S. mutans en el
biofilm y las consecuencias que derivan en la salud oral del infante como es la caries
dental; actualmente ha sido poco estudiado en nuestro medio, por lo tanto llenara un
vacio en la informacién teodrica. Dicha informacién es muy importante en salud publica
con respecto a la toma de decisiones para la prevencion, promocion y tratamiento de

las enfermedades derivadas como consecuencia de los efectos nocivos.
Justificacion Practica

Los resultados del presente estudio sobre los efectos y diferencias en el
crecimiento de S. mutans de las distintas leches de alimentacion infantil brindara una
aplicacién practica para que el clinico pueda recomendar el consumo de determinado
tipo de leche que tenga repercusiones en beneficio en la salud integral en especial
énfasis en salud bucal del infante, con la finalidad de contribuir en la prevencion de

diversas enfermedades entre ellas las caries dental.
Justificacion metodoldgica

La metodologia del presente trabajo de investigacion servird de base para
futuras investigaciones en nuestro medio, como se ha mencionado anteriormente no
existen investigaciones al respecto, siendo este trabajo uno de los primeros que
utilizaria esta metodologia y disefio en nuestro pais que evallen las férmulas

infantiles de mayor consumo en infantes.
Justificaciéon econdmica social

La presente investigacion busca proporcionar informacion necesaria mediante la
evaluacion del contenido de sacarosa de las diferentes leches de alimentacion infantil,
carbohidrato consumido en exceso esta asociado a varias enfermedades. Por lo tanto
el resultado del presente estudio sera util y beneficiosa a la comunidad, a las
autoridades, los profesionales de la salud y a los padres de familia con el fin de

promover la salud de los infantes en la etapa de lactante, en consecuencia recudir la



alta prevalencia e incidencia de multiples enfermedades cronicas como la caries

dental.

2.4. Objetivos

a) Objetivo general
Evaluar y comparar la formacion de biofilm in vitro de Streptococcus mutans

UA159 sobre las diferentes leches de alimentacién infantil.

b) Objetivos especificos
Determinar el potencial cariogénico de la leche humana en el crecimiento del

Streptococcus mutans en el biofilm.

Determinar el potencial cariogénico de la leche bovina en el crecimiento del

Streptococcus mutans en el biofilm.

Determinar el potencial cariogénico de formula infantil a base de lactosa en el

crecimiento de Streptococcus mutans en el biofilm.

Determinar el potencial cariogénico de férmula infantil a base de sacarosa en

el crecimiento de Streptococcus mutans en el biofilm.

Comparar el potencial cariogénico de las diferentes leches de alimentacion

infantil en el crecimiento del Streptococcus mutans en el biofilm.

2.5 Hipotesis de la investigacion

a) Hipotesis general

Hi : La diferentes leches de alimentacion infantil propiciaran el crecimiento de

Streptococcus mutans en el biofilm similar al grupo control positivo



b) Hipotesis especificas

HE:1 Laleche humana propicia el crecimiento de Streptococcus mutans en la
formacion del biofilm

HE2> La leche bovina propicia el crecimiento de Streptococcus mutans en la
formacion del biofilm

HEs La formula infanti a base de lactosa propicia el crecimiento de
Streptococcus mutans en la formacion del biofilm

HE4 La formula infantii a base de sacarosa propicia el crecimiento de
Streptococcus mutans en la formacion del biofilm

HEs Existirdn diferencias en la formacién de Biofilm por Streptococcus

mutans, en las diferentes leches de alimentacion infantil.

2.6 Variables de la Investigacion

a) Identificacion de variables

El presente trabajo de investigacién se compone de las siguientes variables:
Variable independiente.
Leches de Alimentacién Infantil
Variable Dependiente.

Formacion de Biofilm por Streptococcus mutans



b) Operacionalizacion de variables

Streptococcus
mutans

depH7apHA4.2en,
Aproximadamente, 24
horas.

polisacaridos
extracelulares

VARIABLE DEFINCION TIPO DE DIMENSION INDICADOR ESCALA
CONCEPTUAL VARIABLE
Leche Humana
Variable
Independiente | Alimento liquido con una
elevada proporcion de Leche bovina
Leche de agua y una compaosicién Cualitativa
Alimentacion de glucidos, lipidos y Tipo de leche | Nominal
infantil proteinas bastante Férmula
equilibrada que contiene . .
una importante cantidad infantil a base
de sales, vitaminas y de sacarosa
enzimas.
Formula
infantil a base
de lactosa
Variable Coco Gram positivo,
Independiente | Productor de &cido Marcador de | Razon
lactico con capacidad Crecimiento y Elisa
de cambiar un medio | Cuantitativa | produccion de




CAPITULO IIl : METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Tipo, nivel y disefio de investigacion
Tipo : Experimental

Nivel : Comparativo

Disefo : Analitico, longitudinal

3.2 Poblacion — Muestra
Poblacion:

La poblacién estara constituida por el conjunto conformado por cultivos de las
cepas de Streptococcus mutans UA 159 (ATCC ® 25175 ™)

Muestra:

La muestra fue elegida de manera no probabilistica, no aleatoria es decir, que
no depende de la probabilidad si no por conveniencia del estudio.Se utilizara la
férmula de diferencia de medias

AZ,,+7Z,)(DE)
n= 2
[d]

Donde :

n : tamafo de muestra
a=0.05

Za/2 = 1.64

ZB = 0.84

DE: desviacion estandar
d: diferencia entre promedios

Reemplazando:

Para (DE/d)= 0.50

n=2(1.64+0.84)2(0.5)2= 3

Finalmente se necesitan:

nf= nimero de concentraciones * 3 repeticiones

nf=18* 3

nf= 48 pozos de las placas de poliestireno por cada muestra.

La unidad de analisis estara conformado por placas de 96 pozos de poliestireno que contienen
los biofilm formados o no del S. mutans UA159, que fueron adquiridos del laboratorio GenLab
del Perd S.A.C.



Criterios de Inclusion.
Se consideré los siguientes:

Ensayos que contienen Cepas de S. mutans UA159, libres de contaminacién.

Materiales e instrumentos esterilizados.

Criterios de Exclusién.
Todo microrganismos que no sea S. mutans UA159.
Todo medio contaminado.

Densidad optica inicial mayor a 0.3 de absorbancia para los ensayos.



CAPITULO IV: TECNICAS E INSTRUMENTOS DE INVESTIGACION

4.1 Técnicas de recoleccion de Datos

El presente estudio fue aprobado por del Comité Institucional de Etica de
Investigacion de la universidad Nacional Mayor de San Marcos. UNMSM (Anexo 1),
el Consentimiento Informado de la donante de caracter voluntario de la muestra de la
leche humana ( Anexo 2). Previo al estudio se llevo a cabo se capacito al investigador
en temas relacionados al estudio en los laboratorios de Microbiologia de la Facultad
de Odontologia de la UNMSM (Anexo 3). Del mismo modo, la autorizacion, y permisos
para el uso de los laboratorios de microbiologia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Estatal de Campinas UNICAMP (Anexo 4).

Cepa estudiada, activaciéon y condiciones de crecimiento.

La cepa de S. mutans UA159, fue activada de acuerdo a las especificaciones
del fabricante. Se utiliz6 un medio el cultivo BHI (Brain Heart Infusion), para la
reactivacion de la cepa, diseminando el microorganismo con el hisopo de la propia
capsula a través del medio de cultivo, por el método de aislamiento por agotamiento
de estrias. Luego fue incubada a 37°C por 24-48 horas, sobre la condicion de 10% de
COg2, las colonias més puras y aisladas seran transportadas con el asa de Cole a un
tubo de vidrio que contiene 5mL de caldo MSB(mitis salivarius con bacitracina), un
medio enriquecido especifico para crecer solo la especie mutans, entonces se
transfirieron aproximadamente 5 colonias e incubamos por 18h sobre 10%COg,
pasadas las 18 h realizaremos alicuotas o stock de nuestra cepa UA159 para trabajar
durante el desarrollo de la investigacion, para ello, los 5mL de cultivo de S. mutans,
seran homogenizados con un vortex por 30 segundos y se pipetearon 400 pL de
nuestro cultivo y fue colocado en los eppendorff de 1.5 mL que contenian 600uL de
glicerol estéril, la funcion del glicerol es para conservar nuestros microorganismos
hasta un plazo de 1 afio. Homogenizaremos nuestro eppendorff de 1.5mL para
mezclar bien nuestros microrganismos con el glicerol, posteriormente guardaremos
las alicuotas o stock realizados a -20°C. Para todos los experimentos, las cepas
fueron inoculadas a partir de las alicuotas congeladas a (-20°C) en las placas de Petri
conteniendo agar MSB para garantizar que no exista contaminacion de nuestras

muestras, seran incubadas por un espacio de 24-30h a 37°C en la condicion
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atmosférica de 10% COzg, respectivamente. Un total de 5 colonias seran entonces
transferidas para tubos de ensayo con 5mL de medio BHI, los cuales seran incubados
en las mismas condiciones durante 18h. estas cultivos tenian las absorbancias
(Assonm) determinadas en el espectrofotometro para obtener la misma cantidad de
concentracion inicial para realizar todos los experimentos bajo un mismo patrén en
cuanto a la cantidad de células inoculadas para cada experimento, como analisis de
crecimiento plancténico, morfologia, también produccién de polisacaridos

extracelulares y formacion de biofilm.

Caracteristicas de crecimiento plancténico del S. mutans en microaerofilia (10%
CO2).

El crecimiento planctonico fue realizado y analizado a través de la
determinacion de las curvas de crecimiento en BHI, sobre 10% de CO2, como sera
descrito resumidamente, para el crecimiento en microaerofilia, las cepas fueron
inoculadas a partir de in6culos ajustados de cultivo de 18 h (para Assonm 0,03) en 50
mL de BHI en garrafas de 250 mL (Schott Duran, Alemanha), las cuales fueron
incubadas en la estufa a 37°C durante un periodo de 8 h. a cada una hora seran
extraidas pequefias cantidades de cultivo, alicuotas de 350 uL, las cuales fueron
medidas las absorbancias en el espectrofotdmetro a ( Assonm), obteniendo nuestros
datos para el posterior andlisis y determinacion de las absorbancias.

Analisis de la morfologia bacteriana por microscopia de luz.

La morfologia celular del S. mutans fue analizada a través de microscopia de
luz, de las bacterias crecidas durante 18h. Alicuotas de 12 pL de estos cultivos fueron
transferidas para las laminas de vidrio, secas sobre temperatura ambiente, e
posteriormente coloreadas por el método de Gram las cepas fueron entonces
observadas por microscopia de luz con una objetiva de 100X con ole de inmersion en

un microscopio Optico, incorporado con camara digital y computador (Leica DMLP).



Agregacion bacteriana mediada por polisacaridos extracelulares (PEC)

producidos a partir de la sacarosa.

El analisis de agregacion bacteriana mediada por PEC fue realizado siguiendo
estudios anteriores (Alves et al., 2016). Para observar la produccion de polisacaridios
de nuestra cepa, a partir de la sacarosa, ya que el S mutans tiene la capacidad de
sintetizar glucanos a través de las glicosiltranferasas genes (gtfB, gtfC y gtfD) en su
genoma, que son importantes en la produccién de la matriz extracelular del biofilm.
Resumidamente las cepas fueron crecidas a partir de inéculos que contienen el
mismo numero de bacterias en tubos de ensayos conteniendo 5 mL de BHI
suplementado con 1% de sacarosa e incubadas a 37°C por 18 h, sobre la atmosfera
de 10% COz2. A seguir la agregacion mediada por PEC fue analizada visualmente y
comparadas con el articulo referencia de Alves para la definicibn semicuantitativa de
las intensidades de agregacion. Los tubos fueron fotografiados sobre un fondo negro,

como control utilizamos cultivos en BHI no suplementados de sacarosa.

Andlisis de formacién de Biofilm.

Procedimientos de recoleccion de muestras de leche de alimentacién

infantil.

Se seleccionaron 6 diferentes tipos de Leche de alimentacién infantil yLAI), 1
leche humana (LH), 4 formulas infantiles (Fl), 1 leche bovina (LB) evaporada de mayor
consumo en el Perd. Con respecto, a la leche humana se obtuvo bajo consentimiento
informado de una donante, de 3 meses posparto, que se encuentra en aparente buen
estado de salud general, se realiz6 bajo en estrictas condiciones de higiene y
bioseguridad para evitar la contaminacion de la leche, la extraccién fue realizado el
mismo dia del experimento en un ambiente privado y tranquilo, con previa higiene de
agua y jabon de la mamas, asi como también de las manos, la leche materna fue
extraido por la misma madre en un tubo Falcom estéril de 50mL hasta completar los
20mL, vamos a centrifugar a 4500 rpm por 5 min, luego de eso vamos a colectar solo
el sobrenadante, el sobrenadante fue esterilizada usando filtros de 0.22 um de
diametro (Millipore Express™ plus), que en la prueba piloto observamos
contaminacién al momento de realizar los experimentos pudiendo dar error en los

resultados posteriores, luego de la esterilizacién la leche fue almacenada a -4C en la
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refrigeradora hasta su posterior uso. De la misma manera se realizé la esterilizacion
por filtracion e posterior almacenamiento de las otras leches de alimentacion infantil,
siguiendo previamente la preparacion de cada una de ellas de acuerdo a las
especificaciones del fabricante para las leches de férmula, en caso de la leche

evaporada se siguio los protocolos de preparacion recomendados por especialistas.

Andlisis de formacion de biofilm maduro en placas de 96 pozos de

poliestireno.

La formacién de biofilm durante 18 h fue analizada a través de ensayos con
placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano de la marca (Cralplast). Para esto.
Volimenes de 3 mL de medio BHI (BHI mas 1% de sacarosa) o BHIS (BHI
suplementado con 40% de las diferentes leches de alimentacion para infantes), fueron
inoculados con 171 pL de cultivos de S. mutans UA159 en BHI en fase exponencial
(Assonm 0.3). Volumenes de 200 pL/pozo de estos cultivos diluidas 1:40 fueron
transferidas en 6 replicas para las placas, que fueron incubadas a 37°C sobre 10%
de CO2 durante 18 h. los restantes de los cultivos diluidos fueron paralelamente
incubados sobre las mismas condiciones como control del crecimiento plancténico
durante 18 h, transcurrido el tiempo de incubacién, fueron homogenizadas en un
vortex para la lectura en el espectrofotometro (Assonm). Asi como también pasadas las
18 h fueron removidas de cada pozo los cultivos microbianos con la ayuda de una
pipeta multicanal y las placas mantenidas en la estufa a 37°C, antes del
procesamiento del biofilm. A seguir, los biofilm fueron lavados 3 veces con agua
destilada, para remover las células poco adheridas y luego serd secadas sobre
temperatura ambiente (25°C) por 20 min. Luego de esto, los biofilm seran coloreados
con 200 pL de solucion de cristal violeta al 1% durante 30 min y huevamente lavados
por 3 veces con agua destilada, después de lavado dejaremos secandolos a
temperatura ambiente por 20 min. Entonces una vez que nuestro Biofilm quedo
coloreado, este sera solubilizado durante la incubacion con etanol absoluto al 100%
(200 pL por pozo) por 30 min a temperatura ambiente. A seguir, volimenes de 100
puL de la dilucién fueron transferidos para una nueva placa de 96 pozos de fondo

plano, para la determinacion de las absorbancias (As7snm) en lector de ELISA



(VersaMAX, molecular devices, EUA). Las medidas de la absorbancia son expresas

como medidas indirectas de la biomasa del Biofilm.

4.2 Instrumentos de Recoleccion de Datos
Para llevar a cabo el presente estudio se confeccionaron fichas de observacion

especificas para el registro y recoleccion de los datos.

4.3 Técnicas de Procesamiento, Analisis e Interpretacion de Resultados

Se registraron los resultados en la ficha de recoleccion de datos disefiados
para la investigacion en forma secuencial, luego se trasladaron a una base de datos
electronica con campos de ingreso controlados en Microsoft Office Excel 2019. En los
experimentos de la formacion de biofilm, las diferencias estadisticas entre los grupos
de tratamiento se analizaron mediante la prueba ANOVA y la comparacion multiple
de Dunnett.. El andlisis estadistico se realizd con el sofware GraphPadPrism version

6 para Windows. Se consider6 que los valores de p <0,05 eran significativos.



CAPITULO V : CONSTRATACION DE HIPOTESIS

Planteamiento:

Ho: Las diferentes leches de alimentacion infantil no propiciaran el crecimiento
de Streptococcus mutans en el biofilm y los resultados seran similares al grupo control
negativo.

Hi: La diferentes leches de alimentacion infantil propiciaran el crecimiento de
Streptococcus mutans en el biofilm similar al grupo control positivo

¢ Nivel significancia o riesgo: 0,05

e Utilizacion del estadistico de prueba: ANOVA y prueba post-hoc de Dunnet.

e Lectura del p. valor: 0,03 y 0,04

e Decision estadistica: Existe diferencia estadisticamente significativa al comparar
los grupos leches de alimentacion (p<0,05).

e Conclusiones estadisticas: Hay asociacion estadisticamente significativa entre las
diferentes leches de alimentacion y el crecimiento de Streptococcus mutans en el
biofilm.

e Interpretacion: La lectura del p valor es menor al nivel de significancia por lo tanto
rechazamos la hipotesis nula (Ho) y se evidencia una asociacién; aceptando asi

la hipotesis verdadera.



CAPITULO VI: PRESENTACION, INTERPRETACION Y DISCUSION DE
LOS RESULTADOS.

6.1 Presentacion de los resultados

No existe diferencia en los padrones de crecimiento planctonico por S. mutans
de la cepa UA159.

Figura 1

Curva de crecimiento bacteriano

i Atmosfera de 10% de CO,

As50nm

Tiempo (h)
cepa UA159

Nota. Curva de crecimiento de la cepa S. mutans en BHI (10% de CO). Media de tres
experimentos independientes realizados por duplicado, medidas en el
espectrofotébmetro (Assonm 0.3), las barras indican los desvios padrones de los
experimentos independientes.



Figura 2

Morfologia normal del S. mutans en la condicion de 10% de COa..
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Nota. Analisis Gram de la cepa de S. mutans UA159, crecida en medio BHI durante
18 h'y colorada por el método de Gram, con propésito de observarla en el microscopio
Optico a un aumento de 100X, las imagenes fueron obtenidas con auxilio de una
camara fotografica incorporada al microscopio, esta imagen es representativa de 3

cultivos diferentes.



Figura 3

Andlisis de agregacién mediada por polisacaridos celulares a partir de la sacarosa.

Nota. Andlisis de agregacién bacteriana de la cepa UA159 mediada por PEC en la
presencia de sacarosa al 1%. (A) La cepa fue crecida a partir de in6culos en una
absorbancia de (Assonm 0.3) durante 18 h en medio BHI sin sacarosa, usada como
control de la agregacion bacteriana. (B, C) fueron crecidos en BHI con 1 % de
sacarosa para la produccion de PEC, todos ellos sobre la atmosfera de 10% de COa.
A seguir los tubos fueron fotografiados sobre un fondo negro (B) antes de agitar por
10 segundos en un vortex. (C) después de agitarlo.



Figura 4

Analisis comparativo de la biomasa de biofilm formado in vitro, durante 18 h bajo la

presencia de diferentes leches de alimentacion para infantes.
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Nota. Analisis comparativos de la biomasa de biofilm formados durante 18 horas por
S. mutans sobre 10% de CO.. Biofilm formados en placas de 96 pozos en medio de
BHI con 1% de sacarosa para el control positivo y sin sacarosa para el control
negativo. O BHIS (BHI suplementado 40% de las diferentes leches de alimentacién
para infantes). Las columnas representan la media de tres experimentos
independientes, realizados en 6 réplicas. Las barras indican los desvios padrones y
los asteriscos indican las diferencias significativas en comparacién con el control
positivo que seria la cepa UA159 mas 1 % de sacarosa. (Dunnet p<0,05).



TABLA 1

Biomasa de biofilm formado in vitro, durante 18 h bajo la presencia de diferentes
leches de alimentacion para infantes (Experimento 1)

UA159 + UA159  CONTROL (-)
Experimento 1 1% LECHE PEDIASHURE SIMILAC NAN2® ENFRAGROW® GLORIA® sin BHI sin S.
sacarosa MATERNA 2 sacarosa mutans
1.1 3.243 2.242 2.921 2.694 2.695 2.785 2.418 0.084 0.0015
1.2 3.243 2.243 2.832 2.784 2.696 2.815 2.419 0.084 0.0015
1.3 3.245 2244 2.964 2.699 2.694 2.785 2.518 0.084 0.0015
1.4 3.247 2242 2.952 2.668 2.696 2.804 2.320 0.084 0.0015
1.5 3.241 2242 2.979 2.599 2.693 2.802 2522 0.084 0.0014
1.6 3.248 2244 2.880 2.687 2.696 2.780 2.317 0.084 0.0014
Promedio 3.245 2.243 2.921 2.689 2.695 2.795 2419 0.084 0.001
Desviacién 0.002 0.001 0.051 0.054 0.001 0.013 0.082 0.000 0.000
Standar
TABLA 2

Biomasa de biofilm formado in vitro, durante 18 h bajo la presencia de diferentes
leches de alimentacion para infantes (Experimento 2)

UA159 + UA159 CONTROL (-)
Experimento2 1% LECHE  PEDIASHURE SIMILAC NAN2®  ENFRAGROW® GLORIA® sin BHIsin .
sacarosa MATERNA 2 sacarosa mutans
2.1 3.013 2.013 2.752 2614 2670 2.670 2.289 0.082 0.0014
2.2 3.103 2.013 2752 2606 2678 2678 2299 0.082 0.0014
2.3 3.067 2.013 2.552 2602 2688 2.688 2322 0.082 0.0015
2.4 3.042 2013 2752 2618 2684 2,684 2292 0.082 0.0015
2.5 3.138 2.015 2.739 2621 2.681 2.681 2322 0.082 0.0014
2.6 3.134 2.015 2742 2608 2688 2.688 2312 0.082 0.0015
Promedio 3.083 2.013 2715 2612 2.682 2.682 2.306 0.082 0.001
Desviacion 0.046 0.001 0.073 0.007 0.006 0.006 0.013 0.000 0.000
Standar
TABLA 3



Biomasa de biofilm formado in vitro, durante 18 h bajo la presencia de diferentes
leches de alimentacion para infantes (Experimento 3)

UA159 + UA159  CONTROL(-)
Experimento 3 1% LECHE PEDIASHURE  SIMILAC NAN 2° ENFRAGROW®  GLORIA® sin BHIsin S.
sacarosa MATERNA 2 sacarosa mutans
31 2819 2.042 2505 2.264 2.385 2685 2218 0.084 0.0015
3.2 2818 2.043 2505 2.364 2.369 2685 2227 0.084 0.0015
33 2818 2.044 2602 2.369 2294 2685 2240 0.084 0.0014
3.4 2822 2.042 2402 2174 2.496 2684 2229 0.084 0.0015
35 2816 2.042 2502 2169 2293 2684 2204 0.084 0.0014
3.6 2814 2.044 2.502 2.246 2.496 2.686 2198 0.084 0.0014
Promedio 2.818 2.043 2503 2.264 2.389 2.685 2.219 0.084 0.001
Desviacidn 0.002 0.001 0.058 0.080 0.083 0.001 0.015 0.000 0.000
standar
TABLA 4

Analisis comparativo de la biomasa de biofilm formado in vitro, durante 18 h bajo la

presencia de diferentes leches de alimentacion para infantes.

UA159 + UA159 CONTROL

Experimentos 1% LECHE PEDIASHURE = SIMILAC NAN  ENFRAGROW® GLORIA® Sin (-) BHI sin S.
Independentes  sacarosa MATERNA 2 28 sacarosa mutans
Experimento 1 3.245 2.243 2.921 2.689 2.695 2.795 2.419 0.084 0.0015
Experimento 2 3.083 2.013 2.714 2.612 2.682 2.715 2.306 0.082 0.0015
Experimento 3 2.817 2.043 2.502 2.264 2.389 2.489 2.219 0.084 0.0015
Promedio 3.048 2.100 2.712 2.522 2.589 2.666 2.315 0.083 0.0015

Desviacién 0.176 0.102 0.171 0.185 0.141 0.130 0.082 0.001 2.1684E-19

Standar

6.2 Discusién de resultados



En las diferentes leches de alimentacion infantil, como leche humana, leche
bovina, y las formulas infantiles, se observo diferencias significativas resaltantes, la
leche humana que produjo 29.60% menos biofilm y la leche bovina tuvo un 24.01%
menos, comparadas con nuestro grupo control positivo. En el caso de nuestro control
negativo era un resultado esperado, sin produccion de biofilm por falta de sacarosa
para la produccion de glucanos, que son esenciales en la formacién del biofilm por

S.mutans.

Respecto a la leche humana, investigadores como Allison et al.(2015)
encontraron resultados similares, observaron el efecto de los componentes de la
leche humana tales como la lactosa, IgA y lactoferrina en la formacién del biofilm. En
cuanto a la lactosa, que presenta concentraciones medias de aproximadamente 6,4
a 7,6 g/ dL, principal carbohidrato de la leche humana, la misma no tuvo ningun efecto
significativo en la formacion de biofilm, en cambio la lactoferrina por su accion
antibacteriana inhiben la formacion del biofilm. Es preciso indicar que la
concentracion de la IgA y lactoferrina va disminuyendo a medida que la leche humana

se torna mas madura, esto es cuando el lactante presente mas edad.

Asi, la leche humana expone factores de riesgo como son los carbohidratos
representados por la lactosa, la misma que presenta potencial cariogénico menor
comparado con la sacarosa, principal sustrato para la formacion del biofilm por S.
mutans. Asi también protectores como IgA, lactoferrina, calcio, fosforo y proteinas la
caseina que dificultan su formacion. Recientes revisiones sistematica con
metaanalisis de la mejor evidencia disponible indica que la lactancia materna hasta
los 2 aflos de edad no aumenta el riesgo de caries de infancia temprana.(Moynihan
et al., 2019) La leche humana primordial alimento de los infantes, recomendada por
organizaciones internacionales e nacionales OMS, OPS, UNICEF, MINSA como
patron de oro durante los 6 primeros meses de manera exclusiva. Luego la
alimentaciéon complementaria a la leche humana, alimentos que también que pueden
aumentar el riesgo cariogénico. Por ello urge la necesidad de implementar
tempranamente medidas de higiene bucal coincidiendo con la erupcion de los
primeros dientes. Segun las recomendaciones de diversas organizaciones como

Academia Americana de Odontologia Pediatrica (AAPD) y el MINSA en nuestro pais.



Asi también, Duse et al.,(2014) encontraron formacion significativa del biofilm
en presencia de la leche humana. No obstante la férmulas infantiles con contenidos
afnadidos de probidticos, tuvieron menor expresion en la formacién del biofilm frente
a las férmulas que no contenian las mismas. Aungue limitado el estudio por el nimero
de muestras, sugieren la participacion de los probidticos como un factor protector a

riesgo de caries de infancia temprana.

Respecto a la menor formacion de biofilm en presencia de la leche bovina
frente a las férmulas infantiles, se explica por el contenido importante de
inmunoglobulinas, que inhiben la formacion del biofilm asi como proteinas vy
minerales inclusive mayor en comparacion de la leche humana, este contenido de
minerales favorecen a la remineralizacién del esmalte, Asi también forman parte del
contenido de las formulas infantiles, azucar afiadidos por el fabricante como la
sacarosa, carbohidrato mas cariogénico y fermentable que promueve la formacion del
biofilm en presencia del S. mutans, aumentando diferencia de la leche humana que
su carbohidrato principal es el disacéarido lactosa. Del mismo modo, Lee et al., analizo
la formacion del biofilm en presencia de leche entera, la misma que se expreso de
manera importante. Sin embargo, la leche bovina es rica en minerales como calcio,
fosfato y caseina, los que contribuyen a una fuerte capacidad de amortiguacion frente
a un pH acido (Lee et al., 2018).

En cuanto a las férmulas infantiles el presente estudio mostré mayor formacion
del biofilm frente a la leche humana y la leche evaporada, las mismas que fueron
similares al control positivo a base de sacarosa al 1%. Datos que coinciden con los
estudios realizados por Hinds et al.(2016), al comparar las formulas infantiles a base
cantidad de sacarosa proporcionaban mayor formacion de biofilm en comparacién de
formulas infantiles a base de lactosa, demostrando que la sacarosa promueve la
mayor formacion de biofilm por S. mutans. Anatolitou (2012) Igualmente Dagdn et
al.(2014), luego de cultivar e incubar muestras de formulas infantiles lideres en el
mercado, las mismas que contenian carbohidratos como, glucosa, lactosa, maltosa,
concluyeron que las férmulas infantiles pueden tener mayor potencial cariogénico,
puesto que aumentan la UFC de S. mutans. De forma similar Acosta et al., encontro

mayor de formacién de biofilm en presencia de sustratos ricos en carbohidratos como
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la glucosa.(Dagon et al., 2019) Asi también, estudios liderados por Meltharyna et
al.(2017) compararon formulas infantiles a base de leche vaca, de bebida de soya y
proteinas hidrolizadas, observaron que la formula infantil a base de leche de vaca
mostro menor formacion de biofilm frente a las otras formulas, este menor formacion
fue atribuido a la accion de una proteina presente en la leche de vaca denominada
caseina, que presenta como propiedad antibacteriana esta inhibe la unién de los S.
mutans a la superficie de los sustratos, reduciendo la actividad dela enzima

glucosiltransferasa.

Asi pues, una revision sistematica liderados por Tan et al.(2015), mostro en
base al resultado referente al potencial cariogénico de las férmulas que contienen
solo sacarosa son probablemente mas cariogénico que las formulas que contienen
lactosa. No obstante, el nivel de evidencia fue limitado y no concluyente. En cuanto a
al contenido de caseina variable: No se encontré una correlacion significativa entre
la cariogenicidad y el contenido variable de caseina. Por ello no se pueden hacer
recomendaciones precisas. En consecuencia se sugiere mas estudios bien

disefiados para aclarar el efecto del contenido de caseina en la cariogenicidad.

Por otro lado, los microorganismos que habitan en la cavidad oral
generalmente presentan mucha diversidad en sus fenotipos de cada especie, es por
eso la necesidad de observar y analizar a través del método de Gram los cultivos
microbianos de 18 h en crecimiento platonico de nuestra cepa en estudio, para
confirmar los datos ya conocidos de esta especie UA159, que a su vez es la cepa de
referencia entre los S. mutans. Generalmente esta bacteria Gram positiva forma
cadenas cortas (cerca de 6 a 18 cocos por cadena), que por lo general no estan

agregadas.

El andlisis de crecimiento plancténico sobre la condicion atmosférica de 10%
de COzrevelan que nuestra cepa de S. mutans UA159 se comporta de manera muy
semejante al estudio de Alves et al. (2016), siendo las fases de crecimiento de esta
cepa representativas con otros trabajos. Asi mismo, los padrones comparativos de
las curvas de crecimiento de esta cepa bacteriana, muestran aspectos similares en
medicion y absorbancias, encontrandose dentro de los parametros normales de
crecimiento en esta condicidn. Lo que resulta importante para evaluar el crecimiento

bacteriano y la formacién del biofilm.



Asi mismo, el crecimiento bacteriano y la formacion de biofilm se expresaron
de manera diferente en presencia de diversas leches de alimentacién infantil. Por lo
tanto, el crecimiento bacteriano en la leche humana es menor, seguida de la leche
bovina, finalmente la formulas infantiles ricas en carbohidratos presentaron mayor

crecimiento bacteriano y formacion de biofilm.

Dentro las limitaciones del estudio se considera el numero reducido de
muestras que fueron elegidas por conveniencia, de mayor consumo en el mercado.
Ademas los diversos estudios presentan metodologias distintas para la evaluacion de
la formacién del biofilm por S. mutans, utilizando como control positivo diferentes
concentraciones de sacarosa, 10%, 5% y 1% al igual que el presente estudio, lo que

conduce resultados diversos.

Por otro lado para cuantificar la formacion del biofilm por S. mutans, los
estudios previos utilizaron diferentes métodos directos e indirectos, entre ellos
emplearon métodos actualizados como la cuantificacion mediante la absorbancia
utilizando para ello el espectrofotometro y/o lector de ELISA. En el presente estudio
se evaluo la formacién del biofilm por las diferentes leches de alimentacion infantil
cuantificando la absorbancia(As7snm) en el elector de Elisa (VersaMAX, molecular
devices, EUA). Lo que constituye una fortaleza respecto a la tecnologia moderna

utilizado en la actualidad en estudios similares.

Igualmente, los resultados sirven para la orientacion tanto para los autoridades
politicas de gobierno, profesionales de la salud y padres de familia en la toma de
decisiones respecto a la alimentacién de los infantes como en las medidas tempranas
de higiene oral, y la reduccioén de los factores de riesgo potenciales para disminucion

de incidencia y prevalencia la caries de infancia temprana.



CONCLUSIONES.

Las diferentes leches de alimentacion infantil, la leche humana leche bovina
evaporada, y formulas infantiles expresaron distinto crecimiento bacteriano y

formacion del biofilm por S mutans

La leche humana presento menor potencial cariogénico frente a la leche bovina

y férmulas infantiles

La leche bovina presenta mayor potencial cariogénico en comparacion de las

féormulas infantiles

Las formulas infantiles presentaron mayor potencial cariogénico en

comparacion de la leche humana y leche bovina.

Las diferentes leches de alimentacion infantil expresaron que a mayor
contenido de sacarosa en la leche de alimentacion infantil mayor formacion de biofilm

de Streptococcus mutans.

RECOMEDACIONES

Implementar medidas preventivas tempranas de higiene oral, y la coincidente
con la erupcion de los primeros dientes deciduos con responsabilidad de los padres

o tutores de los infantes

Promover la lactancia maternal exclusiva en los primeros 6 meses de vida,
asesoramiento preventivo, incluido el relacionado con las practicas de alimentacion

infantil asesoria por los cirujanos dentistas y demas profesionales de la salud.

Desarrollar planes nacionales, politicas de promocién y prevencion de la salud
con énfasis en salud oral por los entidades de gobierno a fin de reducir la incidencia

y prevalencia de caries de infancia temprana.
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ANEXO 1

Comité Institucional de Etica en Investigacion
IMT “DAC” UNMSM

Constancia de Aprobacion
CIEI-2020-16

El Comité Institucional de Etica en Investigacion del Instituto de Medicina
Tropical “Daniel Alcides Carrion” de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos aprobd el 07 de Septiembre de 2020 la revision del estudio de
investigacion: “Efecto de diferentes leches de alimentacion infantil en el
crecimiento de streptococcus mutans en el biofilm. Estudio in vitro” a
cargo de la investigadora principal Sara Castafieda Sarmiento.

- Modalidad de revision: Expedito

- La presente aprobacion del CIEI — IMT “DAC” UNMSM es por un aino, del
07 Septiembre de 2020 al 06 de Septiembre de 2021

- El protocolo de investigacion sellado por el CIEI — IMT “DAC” se encuentra
adjunto a la presente constancia de aprobacion.

Lima, 07 de Septiembre de 2020
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ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

Titulo del estudio : EFECTO DE DIFERENTES LECHES DE ALIMENTACION INFANTIL EN EL
CRECIMIENTO DE Streptococcus mutans EN EL BIOFILM. ESTUDIO IN VITRO

Investigador (a) - : Mg Esp. Sara Castafieda Sarmiento

Institucion : Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica

Propésito del estudio:Lo estamos invitando a participar en un estudio para evaluar y comparar el efecto de diferentes leches
de alimentacién infantil sobre el crecimiento de Streptococcus mutans en el biofilm. Este es un estudio desarrollado por
investigadores de posgrado de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica y aplicado en los laboratorios de
Microbiologia de la facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos

El Biofilm es una comunidad formada por microrganismos como bacterias, hongos, protozoos, arqueas y virus, Bacterias
como Streptococcus mutans junto con otros factores desarrollan enfermedades como caries dental. Los resultados del
presente estudio pretenden brindar informacion relevante respecto los efectos de las diferentes leches sobre el crecimiento
de Streptococcus mutans en el biofilm y las consecuencias que derivan en la salud bucal del nifio como es la caries dental

Procedimientos: Si decide participar en este estudio se realizara lo siguiente:

1. Se le pedira la madre lactante recolectar 15 ml de leche materna por medio de la extraccién manual, previa higiene
con agua y jabén, en un ambiente privado, tranquilo y coémodo.
2. Es procedimiento se hara dos veces, uno para una prueba inicial, otro para la prueba final
Riesgos:

La toma de muestra de la leche materna no existe riesgo que le pueda afectar, ni molestia alguna que le pueda ocasionar.
Beneficios:

No existen beneficios para la participante, sin embargo, se le brindara informacién sobre la importancia de lactancia materna.
Costos y compensacion

Los costos de todos los procedimientos y pruebas seran cubiertos por el estudio y no le ocasionaran gasto alguno. No debera
pagar nada por participar en el estudio. Igualmente, no recibird ningin incentivo econémico ni de otra indole, solo una
compensacion por gastos de transporte (20 soles) y/o un refrigerio por el tiempo brindado.

Confidencialidad:

Nosotros guardaremos su informacion con c6digos y no con nombres. Sélo los investigadores tendran acceso a las bases de
datos. Si los resultados de este seguimiento son publicados, no se mostrara ninguna informacion que permita la identificacion
de las personas que participaron en este estudio.

Derechos del participante:

Si decide participar en el estudio de caracter voluntario, puede retirarse de éste en cualquier momento, o no participar en una
parte del estudio sin dafio alguno. Si tiene alguna duda adicional, por favor pregunte al personal del estudio o llame Sara
Castafieda Sarmiento al celular numero 978484873

DECLARACION Y/O CONSENTIMIENTO

Acepto voluntariamente participar en este estudio, comprendo de las actividades en las que participaré si decido ingresar al
estudio, también entiendo que puedo decidir no participar y que puedo retirarme del estudio en cualquier momento.

Nombres y Apellidos

Participante Fechay Hora



ANEXO 3

CONSTANCIA

Por la presente, se deja constancia que la CD SARA
CASTANEDA SARMIENTO, ha desarrollado la parte
experimental de su trabajo de investigacion, referente al
crecimiento del S.mutans, en muestras diversas de leches
de alimentacién infantil, en el Laboratorio de Microbiologia,
de la Facultad de Odontologia, de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos.

Se expide la presente constancia, a solicitud de la interesada
para los fines que considere conveniente.

Lima, Setiembre del 2020

Mg Hitdd Moromi Nakata

Responsable del Proyecto de Servicio
Laboratorio de Microbiologia
FO-UNMSM



ANEXO 4

Constancia

Por la presente, se deja constancia que la CD. SARA CASTANEDA
SARMIENTO, ha realizado algunos experimentos en nuestro laboratorio de
microbiologia en inmunologia oral de la universidad estatal de Campinas-
UNICAMP, referente a su trabajo de investigacion titulado “Crecimiento de S.

mutans, en diversas leches de alimentacion infantil”

Se expide la siguiente constancia a solicitud de la interesada, para los fines que

crea conveniente.

Sao paulo, 10/11/2020

L
Dr. Ggovanny Cuya Salvatierra
Laboratorio de Microbjologia oral e inmunologia oral

esponsable del proyecto



ANEXO 5

Informacion nutricional de diferentes leches de alimentacion infantil

Total

Marca Azicar | Sacarosa | Lactosa | Maltosa | Frutoligosacaridos | Carbohidr | Hierro Calcio Fosforo

Totales ato
PEDIASURE® 2.06g 80,43¢g 548mg | 463mg | 388Smg
SIMILAC 2°® 1.32¢g 53.1g 6,.8mg 600mg | 400mg
Formula Infantil
de seguimiento
NAN =2 45g 43.7g 58.8¢g 5.5mg 570mg | 340mg
Formula infantil
de continuacién
ENFRAGROW® 30g 28.7¢ 61.5g 7.4mg | 564mg | 400mg
Promental
LECHE Tg Tg 0.04mg | 28mg 15mg
HUMANA
GLMORIA3 11.2g 2.0g 12.6g 212mg | 176mg
NINOS

Leche evaporada

Nota. La tabla representa la infomacion nutricional de diferentes componentes contenidos
en100g. Tomado segun lo indican los fabricantes en sus presentaciones comerciales
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ANEXO 6

Formato de recoleccion de datos

UA159 + LECHE
EXPERIMENTOS 1% MATERNA PEDIASHURE @ SIMILAC
sacarosa 2

NAN
2@
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ENFRAGROW®

GLORIA®

UA159
sin
sacarosa

CONTROL(-)
BHI sin S.
mutans



