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1. RESUMEN

Ei propdsito del presente estudio fue identificar el conglomerado de marcadores
clinicos y bacteriolégicos, que puede ser utilizado como el mejor predictor de riesgo a
caries.

Sesenta nifios entre 8 y 10 afios de edad seleccionados aleatoriamente para
conformar tres cohories de tamafio equivalente: libre de caries, caries leve y caries
alta.

Siguiendo los criterios de la O.M.S., se registrd la experiencia de caries por
diente (ceo-d y CPO-D) y superficie (ceo-s y CPO-8). La incidencia de caries se
registroé después de 18 meses y se correlaciond con los marcadores bacteriolégicos.

Los conteos de S. mutans en saliva y placa se obtuvieron en MSB y TSY20B, el
conteo de Lactobaciflus se obtuvo en agar Rogosa SL. La velocidad de acidificacion
salival se realizo g traves de |la prueba de Snyder.

El coeficiente de correlacion de Pearson revelo que el conteo de S. mutans de
placa dentobacteriana inoculada sobre TSY20B, muestra la mayor correlacion
estadistica con la experiencia de caries inicial (P<0.000) y final (P<0.004).

El analisis de contingencia demostrd los mayores valores predictivos (P<0.0000,
R*= 36.4%) para el grupo de marcadores que incluye: ceo+CPO-D, ceo+CPO-S, total
de dientes cariados, contec de S. mutans en TSY20B/ PDB, conteo de Lactobacillus sp
en saliva sobre Rogosa SL, y el resultado de la prueba de Snyder.

Este modelo obtuvo una sensibilidad del 0.95 y una especificidad del 0.84.

Palabras clave: caries dental, medios de cultivo, S. mutans, Lactobacillus sp, prueba de

Snyder, riesgo a caries.
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2. SUMMARY : v

The aim of this investigation was to identify a cluster of clinical and bactericlogical

markers, which could provide the most accurate caries risk predictor.

. Sixty children, 8 to ten years old, were randomiy selected to create three equally

sized cohorts: caries free, fow caries and high caries.

Following World Health Organization criteria, caries experience was registered
by tooth (dmf-t and DMF-T) and by surface {dmf-s and DMF-8). Caries incidence in the
cohorts was assessed after 18 months and correlated to laboratory markers.

S. mutans counts in plaque or saliva were obtained on MSB and TSYZ20B.
Lactobacillus sp. counts were obtained on Rogosa SL agar. Snyder test was applied to
assess the acidifying potential of saliva.

Pearson’s correlation revealed that when dental plaque was inoculated on
TSY20B, the S. mutans counts showed the highest statistical correlation with initial
(P<0.000) and final (P<0.0004) caries experience.

Contingency analysis demonstrated the highest predictive values (P<0.0000,
R®=36.4%) for the group of markers including: dmf-t+DMF-T, dmf-s+DMF-S, total
decayed teeth, S mutans counts from plague on TSYZOB, Lactobaciflus sp. counts from

saliva on Rogosa SL, and Snyder test results.

This diagnostic model showed a sensitivity of 0.85 and a specificity of 0.84.

Key words: dental caries, culture media, S. mutans, Lactobacillus sp., Snyder test,

caries risk.
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3. INTRODUCCION

La caries dental en ios paises industrializados esta declinando, mientras que se
posee poca informacion sobre este proceso en os paises en vias de desarrollo.

Aun asi, estudios epidemioldgicos y clinicos sugieren que la distribucion de B
caries dental en cuaiquier pobtacion no es uniforme. Se desprende de esta premisa,
que los programas preventivos y de atencién donde se trata de brindar servicios a
grandes sectores de la poblacién, no pueden ser giobalizadores ni indiscriminados,
debido a que por esta peculiaridad son ineficientes y antieconémicos, por cuanto
dedican una cantidad sustancial de tiempo y recursos para proteger personas que no o
necesitan. Mientras aquellos que tienen necesidades de atencion, se verian
beneficiados por programas intensivos, y que no lo reciben por falta de recursos
adecuados y suficientes.

Por lo cual un programa de odontologia preventiva, para que sea eficiente y
efectivo, requiere de que existan medios para identificar a aquellos individuos de la
pobiacién gue presentan un riesgo mayor de contraer ia enfermedad.

La blasqueda de métodos idbéneos para predecir la caries dental no es nueva y a
lo targo de muchos afios, ninguna de las pruebas de medicion de actividad de caries
descritas, tiene un valor predictivo importante. Sin embargo la determinacién de grupos
de riesgo sigue siendo factible, y es la mejor alternativa para tos paises en vias de
desarrollo, debido a que es una esirategia viable para la optimizacion de recursos
humanos y financieros.

La evaluacion de la microflora bucal es el area donde mas intentos se han
producido para predecir este riesgo, surgiendo una variedad de métodos para poder
realizar la cuantificacion de los microorganismos, que con esta enfermedad se asocian,
sin embargo y precisamente ante esta diversificacion es que se dificulta, tanto elegir
los métodos, como la técnica idénea.

Siendo el propésito del presente estudio aportar elementos de analisis sobre
este topico.
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“4 MARCO Tﬁomco

En 19.‘241 se aislaron algunos organismos de las lesiones cariosas de humanos y
se les denomind Streptococcus mutans (S. mutans), debido a que presentaban una
forma mas oval que [a de los deméas microorganismas del grupo, se considerd que
debian ser formas de mutacion de los Streptococcus; sin embargo otros investigadores
de la época fueron incapaces de encontrarlos y estos microorganismos pasaron
ihadvertidos hasta aproximadamente, la década de los afios 60's.

El desarrolic cientifico evidencid que la caries dental es una enfermedad
infecciosa y transmisible causada por bacterias que colonizan la superficie dentariaz. El
desarrolio de la lesion cariosa es multifactorial, este proceso se inicia cuando a partir
de la ingestion de sacarosa en la dieta, los microorganismos metabolizan glucosa vy
liberan &cidos organicos, como el acido lactico (entre otros), que ocasionan la
disolucion del esmailte.

Las evidencias de que lgs microorganismos son esenciales en ta produccién de
caries, se han demostradc en ei ambitc experimental, l0s animaies exentos de
gérmenes no desarrollan caries dental cuando se alimentan con una dieta altamente
cariogénica, pero se desarrolla ia enfermedad cuando en las mismas condiciones se
introducen bzalc;terias.a.'5

Posteriores analisis bacterioldgicos han demostrade que la placa
dentobacteriana (PDB) gue recubre los sitios donde hay caries de esmaite, muestran
predominio de organismos aciddgenos que, en presencia de un substrato adecuado
producen una cantidad tal de acidos que e} esmaite s& desmineraliza.

Evidencias proporcionadas por varios investigadores,T'g—12 sugieren que la
produccion de acidos en ia PDB, es la mas importante actividad en ia patogénesis de ia
caries dental. La cual se ve influida por la frecuencia de la ingesta de carbohidratos,
produciendo un pH bajo o que ocasiona que el esmaite adyacente sufra
desmineralizacion.

La demostracion de la especificidad de las bacterias en la caries dental se ha
visto dificultada por la complejidad y variabilidad de la flora de la PDB.
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En modelos animales los microorganismos que han demostrado ser cariogénicos
€en mayor ¢ menor proporcion son: las especies homo y heterofermentativas, entre las
mas frecuentes estan tres tipos de estreptococos: Streptococcus mutans, S. salivarius y
S. sanguis, que son aciddgenos y acidéfilos y dos tipos de lactobacilos: cepas de
Lactobacillus casei y de L. acidophilus, estos microorganismos se encuentran a niveles
bajos en la PDB, comprendiendo menos del 1% del total de microorganismos
cultivables siendo también muy acidogénicos. b

Existe literatura implicando al nimerc de lactobacilos presentes en PDB, o
saliva en el desarrollo de fa caries c:le:ntal.?'m'22 Una estimacion del numero de
lactobacilos en PDB o en saliva, se puede obtener con el uso de medios selectivos,
que al asociarse con la incidencia de caries, han permitido que sean utilizados como
indicadores del riesgo cariogénico.”

Actualmente estas pruebas se usan como monitoreo dietético, ya que aigunos
ensayos han demostrado, gue recuentos aitos de lactobacilos correlacionan en forma
positiva con la ingesta de carbohidratos y por lo tanto, con el potencial acido de ia
PDB.25

Diversos investigadoresm'zs'z? han demostrado en series de estudios
microbioldgicos, que el S. mutans es la especie que se asocia con mayor certeza a la
iniciacién de ia caries en el ser humano. Ei S. mutans posee caracteristicas tanto de
actividad bioquimica como fisioldgica, que se asocian con la cariogenicidad;, a
continuacion se describe brevemente las evidencias en humanos y en ef ambito de

experimentacion que soportan tales juicios.

. Investigaciones sobre carbohidratos en la dieta. Las observaciones
epidemioldgicas 2 indican, que poco tiempo después de introducir carbohidratos a la
dieta normal (sacarosa) se presenta un notable incremento en la incidencia de caries.
Como ejemplo estan ios estudios en esquimales,31 en tahitianos,32 en nifos de casas
hogar 33 y el caracteristico estudio de Vipehoim,e"1 mostrando que la caries dental se
incrementa drasticamente cuando se introducen los carbohidratos refinados a la dieta,
siendo sus conclusiones:

e el azucar incrementa el riesgo de la actividad cariosa y esta es mayor si se

ingiere en una preparacion pegajosa,

« el riesgo aumenta si el azucar se toma entre comidas, en forma pegajosa,
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¢ el incremento de la caries bajo condiciones uniformes muestra variacion
individual,

* |a incidencia de caries desaparece con el retiro de alimentos pegajosos de la
dieta, y

e que la caries todavia se produce en ausencia de azucar refinada, azucares
naturales y carbohidratos de la dieta normal.34

Investigaciones en modelos animales. Los experimentos desarroillados en
éstos modelostzj\ofrecieron la primera y definitiva evidencia de la especificidéd
bacteriana, los estudios demostraron que aislando S. mutans de seres humanos €
inoculando con ellos a animales de experimentacion, estas bacterias son
c:alriog.]c-'micas.35 Una de las observaciones iniciales mas importantes fue, que ia
produccion de acido per se no es la Unica determinante de la caries dental, ya que
una sobresaturacién de acidos bacterianos en ratas no produce c&uries.s'36

En éste sentido alrededor de 30 microorganismos acidégenos han sido
evaluados en ratas gnobidticas y solamente S. mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S.
rattus, L. casei, S. faecalis, S. sanguis, S. salivarius y L. acidophilus son capaces de
causar caries,,w'%40 demostrando también que el S. mutans causa extensas zonas

' L 41
cariosas tanto en fisuras y fosetas como en superficies lisas.

Metabolismo de los carbohidratos por el S. mutans. EI metabolismo
energético y sus resultantes en el S. mutans son complejos, pero no existe duda gue el
mejor sendero para su conocimiento es el analisis de éste proceso: cuando existen
carbohidratos en exceso hay una gran produccion de acido lactico y otros acidos
(acético, propidnico y butirico) a partir de la fermentacion de los carbohidratos que son
provistos en la dieta normal. Sin embargo, cuando los carbohidratos penetran a fa
célula solamente un pequefio porcentaje de estos (menos del 10%), es transformado
por las hexostransferasas en un polimero de glucosa gue tiene la capacidad de
adherirse a las superficies lisas de los dientes; este glucano de alto peso molecular se
une a la hidroxiapatita circundante, actuando como agiutinina y permitiendo la
coagregacion de bacterias.”

Esta capacidad de coagregar microorganismos, es un mecanismo impoertante
para la retencidn de bacterias en la cavidad bucal, permitiendo que especies
normalmente nc adherentes al diente 0, a la mucosa puedan persistir, esta adhesividad

8
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y la velocidad en la formacion de la PDB son parte de los factores mas importantes en
el desarrollo de la caries.41

Acomparfiando este fenc’;meno,46 cuando se toman muestras de S. mutans de
diferentes lugares de la boca (diversos sitios de caries, o de saliva en individuos con o
sin caries activa) se observa que existe heterecgenicidad serotogica {8 serotipos),en
este grupo de microorganismos los cuales se pueden reconocer basandose en su
carbohidrato antigénico v en su acido desoxirribonucieico, revelando la existencia de
seis grupos geneticos.

Genoespecies del grupo mufans: S. mutans presenta cepas que poseen
antigenos ¢, e, yf. Entre el 70 y el 100% de los S. mutans aislados en seres humanos
pertenecen al serotipo ¢. Se han aislado también en humanos S. mutans que poseen
carbohidratos antigénicos g y h a los cuaies se ies denomina S. sobrinus y S. downej
respectivamente.

La denominacion de S. ratfus (serotipo b) y S. cricetus (serotipo a) ha sido
asignada a los estreptococos del grupo mutans aislados en laboratoric repetidamente
en PDB de ratas y hamsters respectivamente y sélo ocasionalmente en PDB de seres
humanos. El serotipo ¢ del S. mutans ha sido aislado en ratas salvajes o silvestres, a
esta inconexion genética de!l S. mutans y a otras de estas nuevas especies se les ha
denominado S. ferus. También a una cepa del serotipo ¢ que ha sido aislada en monos
con evidencias de diferencias con el S. mufans de seres humanos, ha permitide
proponer una nueva especie el S, macacae.”"

En la siguiente tabla tomada de Walter Loesche, * se presentan las diferentes
caracteristicas del grupo mutans que permitieron generar esta nueva clasificacion.

Characi#nshc

G+C

Cnnoganic DNA Serotypn (s) Cell Wall carbohidiralos Aced production from; Rasisionce Argining Predaminant
content ta Higrolysis glucan”
Ammals  Humans {mol %) Raffinose Starch Il Baciracins

5 Mulans + - 36-18 col Glucese, thamncaa * - * - - D=M

S Sobnpus * ? 44.45 dg.h Glucosh, galactose, - - - + . M=D
rhamnosa

S, Cricatys - - 42-44 & Glucawe, galacioso, + - * - - M=D
hnmaass

a Ratlus - . 41.43 b Glwiactose, thamnose + - - . + D>M

S Ferus - . 43.45 [ ? - + +

S Macacos ? ? 3538 c Glutame, hamnsea *

* Data were laken tom infacmaton conumsed i calgrences 17 3% 6155 T5 131, 183, 244, 763, 297 and 238, G+C, guahing -pras Gyionine content

" O Qexwan Typa wiier-Soluble glucsn M mulsn typa walar nioluble giecan
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S. mutans, S. sobrinus, S. raftus y S. cricetus son cariogénicos en modelos
animales,47 su similitud en patogénesis a Hevado a la mayoria de los investigadores a
llamar a estos estreptococos con el epiteto generalizado de S. mutans, aunque en el
ambito de diagndstico biogquimico, tal como se describe en el cuadro, son diferentes.

Ahora bien, se considera que el grupo mutfans tiene dentro de los factores de
mayor virulencia, el de su capacidad para producir polisacaridcs extracelulares,
flamades glucanos y fructanos, por medio de la accién de la glucosyl-transferasa y de
la fructosyl-transferasa. Estos polisacaridos, especialmente los glucanos se han
considerade como los mas importantes en la formacion de la PDB y por ende en Ia
patogénesis de la caries, porque son insolubles al agua y poseen una marcada
capacidad para inducir la adherencia de estas bacterias a superficies “835.41.45-51

Por otro lado, muchas bacterias de la PDB pueden también sintetizar
polisacaridos intraceluiares a partir de concentraciones elevadas de carbohidratos. La
mayoria de los estreptococos del grupo mutans pueden almacenar polisacaridos
intracelulares, lo que contribuye a la patogenicidad del microorganismo.m'46'52'53 Este
almacenaje es el origen del acido cuando los carbohidratos exdgenos no son
suficientes o estdn ausentes. Las cepas de serotipos d y g (S. sobrinus) producen y
metabolizan menos polisacaridos extracelulares que las cepas de los serotipos c y e
(S. mutans), consideradas como las mas cariogénicas.y

Otros autores consideran que el grupo mutans posee ademas de estos, una
serie de factores de virulencia, como crecer y sobrevivir a pH bajos.ss'55

Cabe sefalar que cuando el pH es neutral, los minerales pueden retornar a la
estructura dentaria a partir de los niveles de calcio, fosforo y fosfatos presentes en la
saliva. El balance entre la pérdida y obtencidn de minerales es conocido como
desmineralizacion - remineralizacion y depende de ia frecuencia y la duracion de
niveles bajos de pH.m? El pH minimo, o sea el pH mas bajo que se alcanza, es en
individuos con caries activas vs en individuos con actividad de caries reducida, como’
queda demostrado en la curva creada por Stephan en 194—4.5*3

Después de ingerir carbohidratos fermentables, el pH de la PDB puede caer
hasta 4 en cuestion de minutos y toma de 10 a 30 minutos para regresar a la
neutralidad. Después de esta violenta caida, el lento retorno al pH de reposo puede
verse truncado si hay alguna nueva administracién de carbohidratos, pudiéndose
deprimir aun mas el pH.
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El pH disminuye en todas las regiones de la boca y llega a un minimo, que es
mas bajo en aqueilas regiones que presentan un pH inicial mas bajo; estos niveles de
acidez son peligrosos ya gue, a un pH aproximado de 4.5 |la saturacién de minerales es
superada y la solubilidad del esmalte aumenta. Asi mismo Stephan observd que la
caida del pH era mas pronunciada en individuos con caries activa y diferente entre
individuos sin caries y con caries inactival.58 =

Ahora bien, estudios detallados de sujetos antes y después de haber comido,
han demostrado que las placas bacterianas situadas en diferentes regiones (espacios
interproximales, superficies adyacentes a la encia) de los dientes presentan curvas de
pH similares, salvo que las curvas se extienden por un periodo mayor.ao

El pH de la PDB es mas elevado antes de la comida y casi invariablemente es
mas alto que el de la saliva que baha la PDB continuamente. En este momento, la
produccién de base de la placa supera la produccién de acido y es mayor en las placas
sobre los dientes anteriores inferiores y menor en ias placas de los dientes superiores.
f.as PDB's en las regiones de acceso facil para la saliva presentan niveles mas aitos de
pH y la mayor diferencia con el pH saiival.61

También se ha descrito que la produccion acida es mediada por la cantidad de
flujo salival, capacidad amortiguadora de la misma, grosor de la placa y concentracion
de fidor en la interfase diente - placa.ﬁ' e

Con todos estos elementos es obvio que el énfasis de las investigaciones sobre
caries ha ido concentrandose sobre el grupo mutans, que en la actualidad es
cansiderade como el agente etioldgico primario de esta enfermedad. Sélo faltan por
esbozar las siguientes razones: .

« El grupo mutans coloniza con niveles elevados los dientes de una manera
focalizada, sélo algunos dientes y superficies dentales pueden estar infectados. En
general esta colonizacidon coincide con el patron de desarrollo de la c;aries,sd'65

e las personas que tienen muchas lesiones, tienen mas superficies dentales
infectadas por el grupo mutans que aquellas que tienen pocas lesiones, o

» existe una correlacion positiva, estadisticamente significativa entre la duracion de |a
infeccion bucal por el grupo mutans y la incidencia de caries, % y

« las evidencias sugieren que la infeccion de las superficies dentales con el grupo
mutans precede el desarrollo de la lesion.
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Utilizacion de medios de cultivo para la enumeracién del grupo mutans en
investigacion.

A partir de ios elementos recién expuestos, en general se presenta un numero
de problemas técnicos para obtener muestras representativas de diferentes sitios de
las superficies dentarias (espacios interproximales, superficies oclusales y lisas) con el
fin de obtener una aproximacién al conteo global de colonizacién, asi como para la
diseminacion, cultivo y enumeracion de los microerganismos. Un metodo simpie para el
examen de una compieja y variable flora de las superficies deniales, tendria que
satisfacer estas condiciones minimas necesarias.

Sin embargo, un gran numero de las especies strepfococcicas puede ser
aislado de varios sitios de la boca y cultivadas en medios aerdbicos selectivos sobre la
base de las caracteristicas y propiedades de cada microorganismo. El interés por
asociar al grupo mutans con la cartes ha dado como resultado una metodologia amplia
y variada para el aislamiento, cuantificacion e identificacion de las especies, estas
pruebas se describen y desglosan con detalle en el anexo 1.

El conteo microbiano ha demostrado tener una certeza diagndstica del 83% y
un valor predictivo negativo del 83% lo que permite tener una buena opcion para dejar
fuera a los individuos con un bajo riesgo a desarrollar nuevas lesiones cariosas; el
valor predictivo positivo se ha determinado sélo en 22%, tal vez por que es usado en
forma Unica como predictor, en una enfermedad muitifactorial o tal vez porque también
se cuentan colonias de otros estreptococos (S. safivarius, S. sanguis, S. mitis, S.
bucaﬁs).26

Tal vez debido a esta circunstancia se ha referido que muchas de estas pruebas
garantizan su sensibilidad, especificidad y falsedad.70 En este sentido se han analizado
los criterios diagnosticos para predecir la futura actividad de caries, dentro de ellos, los
criterios bacterioldgicos que se han usado y como han sido considerados come no
completamente satisfactorios (tal vez debido a la selectividad de los medios de culitivo,
probiemas de diseminacion y de enumeracion), haciendo hincapié en que un gran
nimero de reportes cientificos indican gue no son practicos para identificar riesgos
individuales.

Desde 1972 y posteriormente en 1992" se ha sugerida que las pruebas
bacteriologicas tienen errores técnicos al confundir el crecimiento bacteriano (con un
minimo del 10%), considerando que el porcentaje aumenta dependiendo tanto de la

10
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técnica que se emplea, como, de la capacitacion del investigador que realiza la
enumeracion.

Ei valor del criterio de seleccidn sigue actualmente en duda, ya que los
recuentos microbianos, ante la amplia gama de técnicas y medios diagnésticos da
como resultado ocasionalmente en supra o subregistros.

11
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .

El diagndstico y prevencion de la caries, deberia estar apoyado en pruebas que
revelen la presencia o ausencia de factores etiolégicos, que se supone determinan el
riesgo a enfermar.

Si bien, se han planteado un numero importante de técnicas y medios, en la
actualidad se han generado tanto técnicas como medios para enumeracion
microbioiégica de usc en el consuitorio, utilizandose como aproximacion al total de
microorganismos bucales de la placa, las muestras salivales.

Sin embargo, estudios preliminares realizados por una servidora, indican que los
nifos independientemente de su condicidn dental,* cuando se analizd la asociacion
entre los conteos microbioldgicos y la incidencia de caries, se obtuvo un riesgo relativo
a un afo no significativo de 0.878 y un riesgo atribuible dej 0.01.

Esta falta de asociacion hace pensar que el fendmeno es mas complejo en su
causalidad y que los medios diagnodsticos utilizados anteriormente pueden estar sub o
supra registrando la cantidad real de microorganismos presentes en la cavidad bucal,
puesto que se enconird: a) ninos libres de caries con altos recuentos del grupe mutans
y L. acidophilus y que no desarrollaron caries; b) nifios libres de caries con bajos
recuentos de ambos microorganismos y que desarrollaron caries, asi mismo ¢) nifios
con caries y bajos conteos de microorganismos que desarrotlaron nuevas lesiones
cariosas y d) nifios con altos conteos microbiolégicos que no tuvieron incidencia de
caries; situacion que hace surja la siguiente pregunta:

¢, El recuento de-microorganismos varia dependiendo del tipo de muestra
empleada para inoculacion, del medio de cultivo utilizado, influido por la condicion
bucal y existe un binomio medio/inccule que permite predecir con mayor certeza la
incidencia del proceso carioso? |

*Condicidn bucal' nifios libres de caries, con dientes sanos y cariados, con dientes sanos y obturados, con dientes
sanos, obturados y cariados, con dientes sanos, cariados y perdidos, y con dientes sanos, canados, perdidos y

obturados.

12
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|6. OBJETIVOS GENERALES ©: -~ "

1. Comparar cual medio de cultivo y cual técnica de muestreo puede explicar mejor las
variaciones en el conteo de microorganismos del grupo mutans y la asociacion de
estos con la caries.

2. Definir la capacidad diagnéstica del contec bacteriologico del grupo mutans y del L.
acidophilus y su asociacion con la prevalencia e incidencia de caries en nifios con
" caries activa e inactiva.

3. Evaluar dos medios de cultivo (2 tipos de inoculo) para el grupo mutans y dos
medios de cultivo (2 tipos de inoculo) para el L. acidophilus, correlacionando los
hallazgos con la incidencia de caries en los escolares estudiados.

4. Evaluar dos medios de cultivo en caldo para el grupo mutans y correlacionar los
hallazgos con la incidencia de caries.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el estado de salud dental en los escolares a través del numero de
dientes sanos, cariados, perdidos y obturados en la denticidon temporal y
permanente, utilizando los indices ceo-d, s (denticién temporal) y CPQO-D, S
(denticién permanente) en los grupos de estudio.

2.Comparar el crecimiento bacteriano del grupo mutans, en saliva y PDB sobre
dos medios de cultivo,

3. Cuantificar tas UFC del grupo mufans en saliva y en PDB a travées de su

L. . . 81
crecimiento en dos medios selectivos, MSB, TSY20B, en los escolares
libres de caries y con experiencia de la enfermedad.

13
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4. Comparar el crecimiento bacteriano en dos caldos selectivos de cultivo: caido
MSB® y caldo de soya tripticaseina® en escolares libres de caries y con
diferente experiencia de la enfermedad.

5. Carrelacionar los conteos microbianos de los dos medios y los dos indculos
entre los escolares.

8. Analizar la asociacion entre las técnicas y el tipo de inoculo {saliva y PDB) con
la incidencia de caries.

7.Determinar la actividad cariogénica de L. acidophilus a través de la técnica de
B84
Snyder y Rogosa SL,  ésta ultima en saliva y en PDB en los nifios libres de

caries y con diferente experiencia de caries.

8.Analizar los diferentes conteos microbianos de las dos técnicas y los dos
métodos entre los grupos de estudio,

9. Determinar la especie del grupo mutans a ia que corresponden las bacterias
aisladas de cada nifio a través de diversas pruebas bioquimicas.

10.Determinar la incidencia de caries dental en tres grupos con diferente riesgo.

11.Determinar cual de los medios bacteriolégicos tiene mayor asocciacion con la
incidencia de caries dental.

14
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l7.AIPOTESIS. L e

+ Los conteos microbianos del grupo mutans son diferentes dependiendo del
medio de cultivo utilizado.

¢ Los conteos microbianos del L. acidophilus son diferentes dependiendo del
medio de cultivo utilizado.

o Los conteos microbianos del grupo mutans varian dependiendo del tipo de
inoculo utilizado para su cultivo.

¢ Los conteos microbianos del L. acidophilus dependen de la técnica utilizada
para su cuitivo.

e Existe un medio y una técnica éptimos para enumerar cada microorganismo y
estos correlacionan con la incidencia de caries.

e A mayor actividad microbiana se tendra una mayor incidencia de caries,
existiendo un medio de cuitivo y un inéculio que permite identificar con mayor
certeza el riesgo de los nifios a desarrollar nuevos episodios de la
enfermedad.

e Existen grupos de marcadores que permiten tener una mejor certeza
diagndstica, para predecir el riesgo a caries.

15
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|8 MATERIALES)

TIPO DE INVESTIGACION
Estudio de tres cohortes

a. POBLACION SUJETA A ESTUDIO

Se estudid a través de un muestreo aleatorio a 60 niflos de ambos sexos, entre
8 y 10 afios de edad, asistentes a las escuelas publicas federales de la zona sur del
D.F. de la delegacion de Tlahuac. Que se eligieron con relacidn a su estado de salud
bucal {(muestreo probabilistico proporcinal). Se examind a la poblacion escolar hasta
encontrar ninos con denticion mixta, nifios libres de caries en ambas denticiones
temporal y permanente, nifios con diverso nimero de dientes afectados por la
enfermedad (dientes cariados, perdidos y obtd}ados por caries en cualquiera de las
denticiones temporal y permanente)}. De los cuales se eligid a los integrantes de las 3
cohortes. Estos nifios se valoraron al inicio del estudio y a los 18 meses posteriores a
la fecha de la primera revision.

Criterios de Inclusi6n:

Para las tres cohortes:

1. Tener entre 8 y 10 afios de edad cumplidos a la fecha del examen.

2. Tener erupcionados los primeros molares permanentes.

3. No estar en tratamiento médico a |a fecha del examen microbioidgico.

4. Consentimiento informado de los padres para gue su hijo participara en la
investigacion.

Para la cohorte de nifios sanos (bajo riesgo):
1. Estar libre de caries en ambas denticiones al inicio del estudio para integrarse a esta
cohorte.
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Para las cohortes de caries leve y aita (mediano y alto riesgo):

1. Presentar caries dental circunscrita a fisuras y fosetas en la denticion permanente.

2. Tener entre 1 y 3 dientes cariados, perdidos u obturados en cuaiguiera de las
denticiones (corte de mediano riesgo).

3. Tener mas de 4 dientes cariados, perdidos u obturados en cualquiera de las
denticiones (Cohorte de alto riesgo)

Criterios de exclusion:
1. Que los padres o el nifo no deseen seguir participando en la investigacion.
2. Iniciar tratamiento médico antimicrobiano.

Criterios de eliminacion:

1. Cambio de domicilio o escuela.

2. Que el nifo desarrotie caries rampante.
3. Que el nific presente xerostomia.

b. MARCO DE MUESTREQ, TIPO Y TAMANO DE LA MUESTRA

MARCO MUESTRAL

Escuelas primarias publicas federales de la zona sur del D.F. de la Delegacion
Tlahuac. Se muestreo al 3% de ias escuelas de la zona a traves de un muestreo al
azar, las escuelas seleccionadas fueron:
1. Escuela Narciso Ramos
2. Escuela Antonio Caso
3. Escuela Otilio Montafio

TIPO DE MUESTREO
Probabilistico proporcional.

METODO DE MUESTREO:
Aleatorio simple, de conveniencia
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ULTIMA UNIDAD DE MUESTREO
Nifios con denticidn mixta entre 8 a 10 afios que donaron muestras de saliva y
PDB.

TAMANO DE LA MUESTRA:

60 ninos. 20 nifos libres de caries (caries inactivos), y 40 nifios caries activos:
20 con un indice de caries leve (enire 1 y 3 dientes ceo+CPQO) y 20 con un indice de
caries entre moderado y alto, méas de 4 dientes ceo+CPQ (caries activa).

CONSIDERACIONES ETICAS

Con 1o que respecta a los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos
y de acuerdo a los principios de Helsinki vertidos en el reglamento de la Ley General
de Salud, se contd con el consentimiento informado de los padres de los sujetos a
investigar. Para seleccionarlos se utilizaron los criterios descritos, tomandose ias
medidas pertinentes para evitar cualquier riesgo a los sujetos que se examino,
considerando que esta investigacion se encuentra en dos esquemas, el primero
estipulado en el Titulo Segundo, Capitulo- |, articulo 17, inciso I. investigacién sin
riesgo, ya que solo se observd el proceso carioso de cada individuo y los datos
observados se recolectaron en una forma previamente elaborada. El segundo
corresponde al inciso li: investigacidon con riesgo minimo, que corresponde a la
recoleccién salival y de PDB. Y se acogio al articulo 20 del mismo capitulo..... “se
podra autorizar que el consentimiento informado se obtenga sin formulacion por escrito
"....(SIC) (Anexo 2).

c. VARIABLES, DEFINICIONES OPERATIVAS Y ESCALAS DE MEDICION.

Edad. Se registré en anfos cumplidos a la fecha de la recoleccion de la informacion.
Variable cuantitativa discreta. Escala de medicion de intervaio.
(V. independiente)

Sexo: Se registrd segln correspondia, mascutino y femenino. Variable cualitativa
ordinal. Escala de medicion ordinal. (V. independiente)
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Expefiencia de caries. Se determind la historia natural de la caries dental mediante la
utilizacién del indice ceo-d para dientes temporales y CPO-D para dientes
permanentes segun criterios de la O.M.S.as, utilizando como escala de medida el diente
y la superficie (Anexo 3).

Los criterios de clasificacién fueron nifios libres de caries o cohorte de caries
inactiva: aguellos gue no presentaron evidencias de haber padecido la enfermedad en
ambas denticiones, con una expresion leve de la enfermedad CPO+ceo entre 1 y 3
dientes afectados-(caries activa) y nifios con una experiencia moderada de CPO+ceo =
mayor de 4 dientes afectados, 0 caries activa. (Este criterio de clasificaciéon ha sido
tomado de los criterios de la O.M.S.GS). Variable cuantitativa discreta. Escala de
medicién de intervalo. (V. dependiente) ,

Medios de cuitivo para S. mutans: las siembras de los inoculos se realizaron en los
medios de cuitivo selectivos para este grupo que se reportan en la literatura como los
mas utilizados MSB (agar de mitis salivarius con bacitracina) y el TSY20B (agar de
soya tripticaseina con bacitracina suplementado). Variable categérica dicotdémica.
Escala de medicion nominal. (V. independiente}

Conteo microbiano del grupo mutans. se cuantifico la cantidad de unidades
formadoras de colonias (UFC) del microorganismo por 100u de saliva diluida, asi como
de PDB en ios medios MSB, TSY20B, realizando un conteo de UFC\por mi de saliva y
ml de disolucidn de placa dentobacteriana, (Anexos 4 y 5). Variable cuantitativa
continua. Escala de medicion de razén. (V. independiente)

Grado de infeccion por el grupo mutans: Se registré la aproximacion al contec del
microorganismos por 1mi de saliva mediante el inoculo de saliva en caldo MSB y caldo
de soya tripticaseina registrando muy alto, alto, moderado y bajo grado de infeccion,
valores que con fines estadisticos fueron clasificados de una escala ordinal (Anexo 6).
(V. independiente)

Medios de cultivo para Lactobacillus: |las siembras de los microorganismos se
realizaron en los medios de cultivo selectivos gue se reportan en la literatura como los
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i 8 .
mas utilizados Rogosa LB ! y el agar de Snyder. ¥ Variabie categérica dicotémica.
Escala de medicion nominal. (V. independiente)

Conteo microbiano de L. acidophilus. se cuantificd la cantidad de UFC del
microorganismo por 100 de saliva diluida, en el medio Rogosa SL,84 realizando un
conteo de UFC por ml de saliva. Variable cuantitativa continua. Escala de medicién de
razon. (V. independiente)

Actividad cariogénica: Se registré mediante la técnica de Snyder37 inoculando con
saliva 2mi el medio, registrando la actividad como: negativa, ligera, moderada y
marcada. Variable ordinal. Escala de medicién ordinal. (V. independiente)

Identificacién bioquimica del grupo mutans: Se identific a través de 13 diferentes
pruebas, el microorganismo especifico aislado de fisuras y fosetas. Variable cualitativa.
Escala de medicion categoérica. (V. independiente)

Incidencia: Se registro a través de re-examinacion de la poblacion estudiada, el
namero de dientes que presenten nuevas lesiones cariosas, 18 meses posteriores al
recuento microbiano. Variable cuantitativa discreta. Escaia de medicidon de intervalo.
(V. dependiente}

Técnica de recoleccion. Se registré mediante la obtencién de saliva estimulada (Sa) y
de la recoleccion de placa dentobacteriana (PDB). Variable nominal. Escala de
medicion nominal. (V. dependiente)

d. CAPTACION DE LA INFORMACION Y PROCEDIMIENTOS

Se solicito el permisc de las autoridades correspondientes para revisar a los nifios de
las escuelas elegidas, solicitandose paratelamente el consentimiento informado verbal
de los padres para que los nifios pudieran participar en el presente proyecto de
investigacion.
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Examen de |a salud bucal. El diagnéstico de caries dental utilizado (indice ceo-d,s y
CPO0-D,S) se basod en los criterios de la O.M.S.Bs, y se realizé en un salén de clases
con luz normal por 1 Ciryjano Dentista calibrado para tal efecto, con una
reproducibilidad del 96% en la calibracién intra y extra examinador.

Esta técnica determina individualmente la experiencia de caries dental y permite
considerar la historia natural de la enfermedad. El indice de caries describe
cuantitativamente el ataque del proceso carioso, el indice ceo-d es utilizado para la
denticion temporal: el simbalo (c) significa diente temporal cariado; el simbolo (e)
representa un diente temporal indicado para extraccion por caries y el simbolo (o)
representa el ndmero de dientes temporales obturados.

El indice CPO describe el ataque del proceso carioso en la denticion
permanente: el simbolo (C) estd representado por los dientes cariados o con
reincidencia de caries dental, pero susceptible de tratamiento; el simbolo (P) esta
conformado por el indicador de dientes perdidos por caries dental y el simbolo (O)
representa a los dientes que tuvieron caries pero que se encuentran obturados con
algun tipo de material restaurativo definitivo sin evidencias de reincidencia de caries
dental.

Este indice utiliza como unidad de medida el diente, los indices ceo-s y CPO-S
utitizan los mismos criterios y codigos, utilizando como unidad de medida ia superficie
dentaria; cada diente posterior esta constituido por 5 superficies dentarias (m,d,b,!,0) y
los dientes anteriores cuatro (m,d,b,l}.

18 meses después del primer examen, se repitio el mismo, con ia finalidad de
registrar nuevamente el estado de salud bucal de cada individuo. Este examen se
realizo sin que el investigador tuviera acceso a los expedientes previos, con el fin de

evitar sesgos.

Cuantificacién_de las concentraciones del grupo mutans. Se montaron las técnicas
correspondientes, [as cuales fueron probadas con cepas tipo ATCC (S. mutans cepa
numero 25175, 8. sobrinus cepa numero 33478, L. acidophilus cepa nimero 43586),
donde se hicieron las recuperaciones e identificaciones de las bacterias determinando
la validez en la preparacion de los medios de cuitivo y en la identificacion del
microorganismo.

Las concentraciones de S. mutans fueron determinadas de acuerdo a dos
medios, y los dos tipos de inoculo: en medio de MSB de Gold, Jordan y van Houte;60
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medio TSY20B descrito por Shaeken, Vander Hoeven y Fr::mken.81 Los tipos de
inocufo fueron una muestra de saliva total estimulada y una muestra de PDB.
Correspondiente a las fisuras y fosetas del 1€ molar inferior derecho.

Resumen del muestreo bacteriolégico.- Antes de recolectar la PDB de los nifios
se enjuagaban la boca con agua para remover los residuocs alimenticios. Se obtuvo una
muestra de placa de fisuras y fosetas oclusales de los primeros molares inferiores con
una aguja estéril calibre 26 corta {Becton Dickinson), la aguja se tomaba con unas
pinzas hemostaticas y se quitaba la cubierta plastica, raspandose con una presion
firme y moderada la fosa central seis veces en direccidn disto-mesial.” " La aguja
era colocada en 3 ml def medio de transporte VGMIII®1 que contiene pequenias perias
de vidrio para facilitar su posterior dispersién, las muestras eran inmediatamente
colocadas en hielo a 4°C y transportadas al laboratorio.

Una muestra salival por sujeto se obtuvo a la misma hora cada dia,
aproximadamente 120 minutos después de los alimen’tos,92 ninguno de los nifios que
donaron saliva se encontraba con terapia antibidtica, cuando menos 6 semanas antes
del muestreo.

Se obtuvo saliva estimulada total por masticaciéon de una pastilla de cera con
parafina de aproximadamente 2.5 g por 3 minutos.

La saliva se escupia en un tubo de ensaye esteril. Las muestras se
almacenaban en hielo para ser transportadas al laboratorio. Las muestras eran
procesadas antes de haber pasado 2 horas de su obtencion.

Resumen del estudio bacteriologico.- Cada muestra de saliva era dispersada en
vortex (Genie 2 mixer Scientific Industries Inc. Springfield Mass) durante 30 sec. Para
obtener las diluciones en forma seriada de las muestras de saliva estimulada se
transfireron 0.4ml de Ia suspension en 3.6 ml de una solucion buffer isotdnica de
cioruro de sodio estéril (0.5% NaCl), agitdndose cada dilucion 30 sec. en el vortex
haciendo diluciones seriadas (101-1 03). Alicuotas de 100u de ia dilucion mas alta era
vertida en la caja petri y dispersadas con un rodillo de cristal estéril en los siguientes
medios de cuitivo:

Mitis Salivarius Agar (MS-agar Difco Labs. Detroit Mich) suplementado con 15%
de sacarosa y 1 ml de cada una de las siguientes soluciones estériles: telurito de
Potasio al 1% (Difco) y 0.2 units/m| de bacitracina. Agar de soya tripticaseina (Difco
Labs. Detroit Mich), suplementado con 10% de extracto de levadura, 5% de Bacto agar
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y 20% de sacarosa y posteriormente 0.2 units/ml de bacitracina, con el fin de suprimir
el crecimiento del Sfreptococcus salivarius. Estos medios fueron preparados de
acuerdo a las instrucciones tanto del manufacturador como con las insfrucciones y
recomendaciones de los autores.

Las muestras de PDB eran homogeneizadas en un vortex por 30 sec. y se
inoculaban los medios con 100u del medio de transporte sin diluir, él inoculo era
dispersado en cada caja petri con un rodillo de cristal estéril por duplicado.

Todas las cajas fueron incubadas a 37°C en jarras con candela por 72 horas.
Después de la incubacién las cajas se mantenian a temperatura ambiente por 24 horas
antes de realizar las lecturas.

La enumeracion del grupo mutfans se basé en la morfologia de las colonias y en
la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC). La identificacion se realizd a
través de pruebas bioquimicas, para su procesamiento las muestras fueron tomadas de
las cajas petri de TSY20B. Todos tas cajas fueron sembrados y contados por el mismo
investigador, para evitar cualquier sesgo.

Las condiciones sobre la técnica de agar mitis salivarius con bacitracina y agar
de soya tripticaseina con bacitracina, la preparacion de los medios de cultivo y el
procedimiento de lectura se describen en el Anexo 4y 5.

Determinacién del nivel de infeccion del grupo mutans, Caldo de mitis salivarius con
bacitracina y caldo de soya tripticaseina con bacitracina. De las muestras salivales
individuales obtenidas con estimulo para esta técnica:

Resumen del estudio bacteriologico: De la saliva de los nifios que sé
recolectada, se agitaba en vortex por 30 segundos. Se tomaron 100un de saliva
estimulada, con la pipeta automatica de puntas intercambiables, depositandola en el
tubo de ensaye que contenia el medio de cultivo. Los tubos una vez inoculados se
agitan ligeramente 20 segundos en vortex y se colocan en una gradilla que debia
mantenerse inclinada entre 30 y 60 grades, para facilitar la adhesidon de los
microorganismos a las paredes del tubo. '

Una vez llena la gradilla era llevada a incubacion aerobica a 37 grados
centigrados en el laboratorio. A las 24 horas se leian los tubos de ensaye y se
registraba la informacion en las hojas de encuesta.
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Las condiciones sobre la técnica de caldo de mitis salivarius con bacitracina y
caldo soya tripticaseina con bacitracina, ia preparacién de tos medios de cultivo y el
procedimiento de lectura se describen en el Anexo 6y 7.

Cuantificacion de las concentraciones de L. acidophilus. En una sesidn subsecuente se
realizaban los mismos procedimientos de recoleccidon de muestras descritas para la
determinacion del grupo mutans.

Resumen del estudio bacterioldgico. Cada muestra de saliva era dispersada en
vortex {Genie 2 mixer Scientific industries Inc. Springfield Mass) durante 30 sec. Para
obtener las diluciones en forma seriada de las muestras de saliva estimulada se
transfirieron 0.4 ml de la suspension en 3.6 ml de una solucidn buffer isoténica de
cloruro de sodio estéril (0.5% NaCl), agitandose cada dilucidon 30 segundos en el vortex
haciendo diluciones seriadas (101-1 03). Alicuotas de 100u de la dilucion mas alta era
vertida en la caja petri y dispersadas con un rodiilo de cristal estéril en el siguiente
medio de cultivo:

Agar Rogosa SL (Rogosa SL agar Difco Labs. Detroit Mich) suplementado con
acido glacial acetico. Este medio fue preparado de acuerdo a las instrucciones tanto
del manufacturador como con las instrucciones y recomendaciones de |los autores.

Las muestras de PDB eran homogeneizadas en un vortex por 30 sec. y se
inoculaban los medios con 100u del medio de transporte sin diluir, él inoculo era
dispersado en cada caja con un rodillo de cristal estéril por duplicado.

Todos las cajas petri fueron incubados a 35°C por 72 horas, (en posicion
invertida para la incubacion) en una atmasfera aerédbica. Después de la incubacién las
cajas se mantenian a temperatura ambiente por 24 horas antes de realizar |as lecturas.

La enumeracion de L. acidophilus se baso en la morfologia de las colonias y en
la cantidad de UFC. Todos las cajas fueron sembrados y contados por el mismo
investigador, para evitar cualquier sesgo. Las condiciones sobre la preparacion del
medio y ia técnica de cultive se describe en el anexo 8.

Determinacion de !a actividad cariogenica_con la prueba de Snyder.- Una muestra

salival por sujeto se obtuvo a la misma hora cada dia, aproximadamente 120 minutos
. : . s 92 _

después de los alimentos, segin técnica propuesta en 1984,  ninguno de los nifos
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que donaron saliva se encontraba con terapia antibictica, cuando menos 6 semanas
antes del muestreo.

Se obtuvo saliva estimulada total por masticacion de una pastilia de cera con
parafina de aproximadamente 2.5 g por 3 minutos.

La saliva se escupia en un tubo -de ensaye esteril. Las muestras se
aimacenaban en hielo para ser transportadas al laboratorio. Las muestras eran
procesadas antes de haber pasado 2 horas de su obtencion.

Resumen del estudio bacterioldgico.- Cada muestra de saliva era dispersada en
vortex (Genie 2 mixer Scientific Industries Inc. Springfield Mass) durante 30 segundos.
De las muestras de saliva estimulada se transfirieron 2 mi de ésta para inocular el
medio de Snyder (Snyder agar, Difco Labs. Detroit Mich) que se debia de haber
conservado a una temperatura de 45°C en bafio Maria. Agitandose cada tubo una vez
inoculado por 30 sec. en el vortex para homogeneizar la saliva con el medio. Se incubd
a 37°C en una atmdsfera aerdbica, por tres dias. Cada 24 horas se observaba el medio
para anotar los cambios de color, lo cual se facilita por transiuminacion contra el tubo
control. El color cambia de azul-verdoso a amarilio. Las condiciones sobre la técnica de
Snyder, la preparacidon del medio de cultivo y el procedimiento de lectura se describen
en el Anexo 9.

Exposicidn al ion Fldor. Para determinar si los efectos protectores del ion fldor juegan
un papel en la incidencia de caries en [a poblacién estudiada, los domicilios y las
escuelas de los nifios fueron ubicadas en un mapa y los niveles del ion fldor en agua
potable fueron determinados por el departamento correspondiente de la Secretaria de
Salud.

Pruebas de identificacion bioquimica para el grupo mutans.~ Los resuitados de las
pruebas bioguimicas para cada especie, son aplicables a la identificacion de una
especie en particular dentro de un género. Los siguientes esquemas de identificacion
para el grupo mutans fueron utilizados: Prueba de 1a esculina en medio de bilis, prueba
de fermentacion de los hidratos de carbono (lactosa, manitol, sorbitol, arabinosa,
rafinosa, inulina y melibiosa), prueba de la catalasa, prueba de la decarboxilasa
(arginina), prueba del rojo de metilo, reaccion a la ureasa y reaccion de Voges -
Proskauer. Anexo 10.
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d". METODO DE RECOLECION DE DATOS.

Se utilizd el método de observacion estructurada directa de las condiciones y
caracteristicas bucales con relacién a la experiencia anterior de caries (indice ceo-d
CPO-D), cuyos auxiliares mecanicos fueron espejos dentales y exploradores dobles. El
sistema de categorias para codificar cada fendomeno observado se encuentra descrito
en los anexos del 3 al 10. El registro de las observaciones se realizé en un instrumento
elaborado para tal fin (Anexo 11).

e. MATERIAL Y EQUIPO EMPLEADO

Las necesarias y descritas en cada técnica, realizando un breve desglose:

Equipo: Material:

1 Autoclave 20 Exploradores dobies

1 Agitador magnético 20 Espejos dentales

1 Vortex 10 Pinzas de curacion

1 Esterilizador 200 Tubos de ensaye

2 Estufas bacterioldgicas 100 Tapas de tubos de ensaye

1 Campana de flujo laminar 10 Tubos de ensaye milimétricos
1 Refrigerador 300 Cajas de petri

2 Pipeta Ependorff 100ml y 1000 mi Cajas de puntas de pipetas

2 Mecheros Varillas de vidrio

1 Bascula Gradillas para tubos de ensaye

Matraces de 1 fitro

3
3
5
5 Gradillas para tubos de ensaye
2
2  Matraces de 2 litros
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Material consumible.
500 Patillas de parafina
Bolsa de Puntas para pipeta.
Recipientes para esterilizar
Paquetes de Algoddn
Paquetes de toallas desechables
Galones de Gluta - Aldehido
Cajas de Cubrebocas
Cajas de guantes
Cajas de Vasos desechables
Paquetes de Gasas
Cajas de Abatelenguas
Caja de Bolsas para Basura
Papeleria necesaria
Cajas de Disquetes para
Computadora

SN W W NN W -

N

Prugbas bioguimicas.

1 Frasco de Urea (DIFCO)

1 Frasco de bilis esculina (DIFCO
1 Frasco de arginina (DIFCO)

1 Frasco de caldo rojo fenol (DIFCO)
1 Frasco de Raffinosa (DIFCO)

1 Frasco de inulina (DIFCO)

1 Frasco de Meliobiosa (DIFCQO)
1 Frasco de lactosa (DIFCO)

1 Frasco de Manitol (DIFCQ)

1 Frasco de Sorbitol (DIFCQ)

1 Frasco de Sacarosa (SIGMA)

1 Frasco de RM-VP (DIFCQ)

Medios de cultivo:
Frascos de MSB de 500 gr (DIFCO)
Caja de telurito de potasio (DIFCO)
Frasco de sacarosa {Sigma)
Frasco de bacitracina (Sigma)
Frascos de Agar soya tripticaseina (DIFCO)
Frasco Bacto - Agar (DIFCO)
Frasco Extracto de levadura (DIFCO)

[ N N . I Ut A N o ]

Medios de cuitivo para Lactobacilos:
1 Frasco de Rogosa LB (DIFCO)

1 Frasco Snyder Test (DIFCO)
Acido glacial acético (Sigma)

Caldo de cultivo MSB:

1 Frasco Triptosa (DIFCQ)

1 Frasco Proteosa Peptona (DIFCQO)
1 Frasco dextrosa (DIFCO)

1 Frasco Fosfato de potasio dibasico
1 Frasco Azul Tripan (Sigma)

1 Frasco Cristal violeta (Sigma)
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f. METODOS DE REGISTRO Y PROCESAMIENTO.

Los procedimientos se dividieron en seis etapas: en la primera etapa se
conformaron ias 3 cohortes.

Una vez identificados a los nifios, en la segunda etapa se realizaron los
examenes clinicos para determinar la experiencia de caries de cada uno de los nifios
que conformaron la muestra.

En la tercera etapa se recolectd la saliva y la PDB para la siembra en los medios
de cuitivo selectivos del grupo mutans (MSB, TSYB20, caldo de mitis salivarius y calde
de soya ftripticaseina), en diferentes momentos segun queda explicitado en el
cronograma.

La recoleccion y siembra de cada cultivo siempre fue realizada por el mismo
individuo para evitar sesgos.

En ia cuarta etapa fue recolectada Ia saliva y la PDB para la siembra en el medio
de cultivoe de L. acidophifus, y Snyder en diferentes momentos segun se especifica.

En 1a quinta etapa se tomo de las muestras de PDB en el medio TSY20B las
muestras correspondientes para realizar las pruebas bioguimicas,

Para la sexta etapa se esperG un afo y medic para recolectar la informacion
sobre incidencia de caries dental.

g. ANALISIS DE LOS DATOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para determinar el analisis estadistico apropiado, se determind que cada
cohorte fuera independiente (analisis de varianza) P<0.05 y qgue las muestras
procedian de poblaciones de igual varianza para los indices ceo y CPO a través de la
prueba de Bartley's P>0.05.

Para analizar ias diferencias entre los promedios de los indices de caries ceo,
CPO y experiencia de caries (ceoc+CPQ) inicial y final, se utilizé la prueba { pareada.

La informacién de los examenes clinicos (prevalencia e incidencia) ceo, CPO y
Experiencia de caries (ceo+CPO) y el conteo de UFC de cada medio de cultivo se
realizo a través del ANOVA.

Subsecuentes comparaciones se realizaron a traves del analisis muitiple por
rangos, aplicando la correccidon de Bonferroni para determinar la homogeneidad o
diferencia entre las medias de los grupos.
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De las 60 cajas de cada muestra de saliva y de PDB en los medios MSB y
TSY20B, el conteo de tas UFC recuperadas para cada especie como dependiente se
sometié a un MANOVA, para probar el impacto de tipo de muestra y de cultivo en el
crecimiento bacteriano. Posteriormente se aplicd un modelo de regresion lineal simple
para comprobar cuanto de la UFC de cada medio en saliva era explicado por el conteo
de las UFC de placa.

Se determiné el coeficiente de correlacion de Pearson para asociar ias variables de
caries y namero de UFC.

Se calculé la validez de cada medio como prueba diagnostica, registrando como
resultado positivo cuando se observaba un crecimiento de >1 09 S. mutansim| de saliva
contra incidencia de caries, se calcularon los riesgos relativos y atribuibles.

La significacion estadistica de la asociacion entre la cuaiificacién de las demas
pruebas microbioldgicas y el indice del atague del proceso caricso (ceo, CPO) fue
determinada mediante la prueba de correlacion de Spearman, realizandose
posteriormente la convergencia a la distribucion normal a través de la prueba de Z para
establecer la significancia estadistica.

Se realizd un analisis de correlacion multiple para analizar cual de los medios
tenia una mayor asociacion con la prevalencia e incidencia de caries.

Se compararon los conteos de microorganismos en diferentes medios de
cultivo utilizando la prueba de { de Student.

Mediante un analisis de conglomerados con las variables dependientes o de
salida: experiencia cariogénica final, incidencia de la enfermedad y superficies finales
afectadas, se conformaron 3 grupos que tenian una respuesta global homogénea; con
el fin de analizar estos indicadores contra las variables independientes. Esos grupos se
caracterizaron en términos de sus promedios de conteos microbianos mediante analisis
multivariado (MANOVA).

Con la finalidad de generar un modelo, de acuerdo a las correlaciones
significativas con las variables de riesgo identificadas como las de mayor peso, se
genero un nuevo conglomerado con estas variables, permitiendo estructurar un modelo
completo que permitiera identificar con mayor certeza la probabilidad de individuo a
desarroliar la enfermedad. En este caso se calcularon las pruebas de validez
diagnostica, de acuerdo a diferentes puntos de corte.

Se utilizd el paquete estadistico JMP de la compania SAS.
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[0/ RESULTADOS. " 0.t gl

Los resultados que a continuacion se presentan se agruparon para su mejor

entendimiento en |a siguiente secuencia:

1. Descripcion general de la poblacion estudiada.
2. Descripcion de la poblacién por cohorte con relacion a:
a) Distribucién de! proceso de caries.
b) Distribucion de las U.F.C. de S. mutans en medios de cultivo solidos.
c) Distribucién de las U.F.C. de S. mutans en caidos de cultivo.
d) Distribucion de las U.F.C. de Lactobacillus sp en medios sélidos.
e) Actividad cariogénica medida a traves de la velocidad de formaciéon de
acidos, (prueba de Snyder).
f) Biotipificacion de los estreptococos de PDB.
3. Conformacion de conglomerados con las variables dependientes e
ihdependientes.
a) Tipologias de riesgo.
b) Tipologias de morbilidad.
4. Nuevas tipologias. ‘
a) Tipologias de riesgo y morbilidad con seleccidn de variables.
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1. Descripcidon de la poblacion. Se estudiaron 60 niftos, 50% nifios y 50%
ninas. Diez nifos tenian 8 afios, 20 nifios de 9 afics de edad y 30 nifios de 10 arfios. La
distribucidn por edad y sexo de la poblacion entre las cohortes fue hocmogénea P=1 0.

El promedio de dientes presentes fue de 243+/-1.3, sin diferencias
estadisticamente significativas entre los promedios por edad (P<0.165).

La distribucién promedioc de dientes permanentes en los nifios, fue diferente con
relacion a la edad; a los 10 anos se presentd una media mayor que en |as otras dos
edades, P<0.0001. Esta informacion, asi como la descripcidon del proceso de caries
para ambas denticiones utilizando como unidad de medida el diente/superficie y la
cantidad de UFC por edad, en los medios de cultivo seleccionados se describen en el

apéndice 1.

2. Descripcion de la poblacion estudiada por cohortes. La distribucidon en
promedio del numera de dientes presentes entre las cohortes fue homogénea, no
habiéndose observado diferencias estadisticamente significativas entre las medias de
cada cohorte P<0.544, (Grafica 1). El promedio de dientes permanentes presentes fue
de 13.3 +/- 2.3; la cohorte libre de caries o sanos (LC) presenté 13+/-2.3, la cohorte de
caries leve (CL) tuvo 13.2+/-2.7 y la cohorte de caries alta (CA) 13.8+/-2.1, no

habiéndose establecido diferencias entre los promedios, P<0.507 Grafica 2.
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Grafica 1

ANALISIS DE VARIANZA CON PRUEBA DE TUKEY ENTRE EL NUMERO DE DIENTES PRESENTES EN LAS COHORTES
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AMNALISIS DE VARIANZA SOBRE LA DISTRIBUCION DE LA DENTICION PERMANENTE PRESENTE (D.P.P.} EN LAS COHORTES
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2a. Como se describe en metodofogia, estos nifos fueron seleccionados
inicialmente sobre la base de su actividad de caries. Cada cchorte conformada por
20 nifos. Todos los niflos asignados a las cohortes con actividad de caries
presentaban lesiones circunscritas a fisuras y fosetas. El promedio de actividad
cariogénica fue: la cohorte LC, ceod+CPOD=0+0=0; la cohorte de CL presento
entre 1 y 3 dientes con lesion, sus indices fueron (ceod+CPOD=15+1=2 4.
ceos+CPQOS=3.1+1.7=4.7) y la cohorie CA presentd mas de 4 dientes afectados
por caries (ceo-d+CP0O-D=3.8+3.1=6 8, ceos+CPOS=73+5 4=126). Como era de
esperarse existieron diferencias muy significativas entre las cohortes cuando se
realizé un analisis de varianza P<0.0001. Grafica 3

La frecuencia de caries por diente y superficie (inicial y final), en cada
cohorte se presenta en el cuadro 1. Para todas las variables (indices de cares) se
aplico una prueba de t apareada para comparar los indices iniciales y finales En el
curso de la investigacién apareciercn 150 iesiones por caries en 87 dientes. un
promedio de 2 5 lesiones por diente afectado.

El promedio de experiencia de caries {ceo+CPQO} en los nifos cuando se
utiliza como unidad de medida el diente, al inicio fue de 3.1 (EE 0 40) y al final de
3.6 (EE 0.38) dientes en promedio. con una diferencia marginal P<0.065. el
coeficiente de determinacidn indica que el 47% de las modificaciones del indice
pueden deberse a la expenencia inicial de la enfermedad

Cuando la unidad de medida es la superficie, el promedio inicial fue de 5.8
(EE 086) v de 66 al finalizar el estudio (EE 0 55), al realizar un analisis de t
apareada el valor del estadistico demostro que no existian diferencias
significativas entre el valor niciai y final del indice, P<0.1219. se estimoc un
coeficiente de determinaciéon mas alte (67%) al alcanzado cuando se utiliza como

unidad de medida el diente Enfermaron 65% de los nifos sanos 50% de los
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nifios con caries leve y el 65% de los nifios con alta actividad de caries, en total 36
nifos (60%).

Al aplicar la prueba t para muestras pareadas, se establecieron diferencias
significativas entre los promedios inicial y final en la cohorte LC en los indices
CPO-D y § (P=0 003, P=0.007 respectivamente) y en la expresidon global de la
enfermedad por diente y superficie (P=0.001 P=0.003 respectivamente). En la
cohorte de CL las diferencias fueron significativas con el cec-d y s (P=0 Q06.
P=0.018) y en el CPO-D y S (P=0.011, P=0.008). ia experiencia global de caries
no mostrd esta tendencia, las diferencias obteridas pueden deberse al azar, con
una P<0.065. La cohorte de CA se comporto igual que la cohorte anterior (CL)

La distribucion de los indices se observa en las graficas 4 y 5 En éstas, la
linea gruesa que se observa es la linea de regresion calculada. las lineas
delgadas son los niveles de confianza calculados, si la informacion recciectada
cae dentro de estas lineas, existen diferencias significativas, entre los promedios
de los indices iniciales y finales. (En el caso de ta cohorte de LC no se pudo
ajustar la linea de regresion debido a que, estos nifios partian todos de indices de
caries iguales a 0 por o cual no se presenta esta cohorte en las graficas).

La distribucién de tos componentes del indice de caries inicial y final se
describe en el cuadro - grafica 6. En la cohorte LC se aprecia que en 18 meses
aparece 1 diente cariado en promedio con una obturacion por cada dos dientes
afectados.

En la cohorte CL se aprecia que disminuye el numero de dientes carniados
debido a la perdida de dientes temporaies. presentando un promedio mayocr de
superficies obturadas vs superficies cariadas La cohorte CA disminuye también la
cantidad de dientes y superficies cariadas, sin embargo el promedio de superficies
cariados finales es mayor que el de superficies obturadas, Se estabiecio a través
de la prueba t apareada diferencias estadisticamente significativas entre los
promedios Iniciales y finales de dientes carados P<0.0237 y también de

superficies cariadas P<0.0025.



ANALISIS DE VARIANZA ENTRE LA EXPERIENCIA INICIAL DE CARIES DENTAL {ceo+CPO) EN LAS COHORTES

Grafica 3
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Cuadro 1. Distribucién de indice de caries dental por diente y superficie de las cohortes estudiadas,

Proceso de Libre de Caries Cafles leve Carles alta Global

anes Inicial Final { Inicial Final ¢ Intcial Final { Imnicial Final t
ceo-d 0 05 0 057 15 08 0 006 38 20 0005 17 11 0 0050
[HEONS] 0 12 0003 10 19 0011 31 45 0 004 13 25 0 0001
ceo-d+CPO-D 0 17 0 001 24 27 0601 68 65 0 500 31 36 ¢ 0850
ceo-5S 0 09 0062 31 156 0018 73 50 0052 34 25 0 0201
CPrO-s 0 1.6 0.007 17 32 0006 54 80 0 004 23 43 00000
ce0-s+CPO-S 0 2.5 0003 47 47 0952 12.6 127 0821 58 86 01219
Incidencia D (Me, EE) 16 EE 0.4 10 EEO3 17 EEO04 14EEQ22
Incidencia S (Me, EE) 22EE 08 15EEQ0S 36EE09 25 EED4

N de Nifos Sin Nuevas Caries 7 10 7 24

*Valores de P en prueba de t apareada
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Grafica 4

COMPARACION CON “t” APAREADA DE LOS iNDICES INICIALES Y FINALES DE CARIES POR COHORTE,
UTILIZANDO COMO UNIDAD DE MEDIDA EL DIENTE
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Grifica 5

COMPARACION DE “¢* APAREADA EN LOS INDICES INICIALES Y FINALES DE CARIES POR COHORTE, UTILIZANDO COMO
UNIDAD DE MEDIDA LA SUPERFICIE
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DISTRIBUCICN DE LOS COMPONENTES DE LOS INDICES DE CARIES INICIALES Y FINALES EN LAS COHORTES

14 -
12 E
10 -
8 S
6 - C.A.
4 -
2 - __.CL.
Q=== 4 J £ ] t \ E«\EL'C'
CRDS In CRDS Fn EXT In OBTD Fn Sup.Crds.In Sup.Crds. Fn Sup.Obt. Fn
Y Responses
COMPONENTES
Cohorte CRDS in CRDS Fn EXT In OBTD Fn Sup.Crds.In Sup.Crds. Fn Sup.Obt. Fn
S 0.0 11 0 0.6 1.6 1.5 0.8
C.L. 2.4 2 0 0.8 2.7 2.1 2.3
C.A. 6.5 2.9 0.25 3.4 6.8 6.5 6.1



TESIS DOCTORAL T. LEGNOR SANCHEZ PEREZ

2b. Distribucion de S. mutans en medios sélidos. En el cuadro 2 se
describe el promedio de UFC en los dos medios utiizados con los diferentes
muestreos (saliva y placa dentobacteriana [PDB]) Cuando se utiiza como
indicadora la saliva estimulada el conteo de UFC es mayor en TSY2CB, la relacion
es de 3.6 UFC por una en MSB. Cuando se utlliza ia PDB de fisuras y fosetas
como indicador de la presencia del microorganismo ia relacién es smilar de 1 a 1
entre los medios, aunque ligeramente inferior en el medio TSY20B, graficas 7 y 8.
Cuando se aplico la prueba t pareada se estabiecié que eran diferentes las medias
con inoculo de saliva P<0.0000 e iguales las medias con indculos de placa
P<0 7646.

Cuando se calculd el coeficiente de determinacién R? se establecid para
saliva que el 20.2% de las variaciones en el conteo microbiano dependen del tipo
de medio utilizado. mientras que para PDB se determiné que el 25% de las
variaciones en el crecimiento de las UFC depende del medio utilizado.

Al establecer cuantoc de las UFC dependia del inoculo utilizado se
determind que en el medio MSB sdlo el 2% de fas varnaciones se podia atribuir al
tipo de muestra utilizada. mientras que en TSY20B ésta dependencia fue del
23%. Graficas 9y 10.

Cuando se desglosa la informacion por actividad de caries en tas cohortes
estudiadas (cuadro 3) se puede apreciar que el comportamiento entre las cohortes
es inestable. El numero de UFC parece ser diferente entre las cohortes LC y CA y
la cohorte de CL obtuvo los promedios de crecimiento bacteriano mas bajos en
tres de los cuatro binomios medio/inoculo utiizados. esta informacidon sugiere que
esta es la cohorte menos susceptible. Los dos medios inoculades con PDB
mostraron diferencias significativas entre los promedios de las cohertes (MSB/PDB
P<0.0183, TSY20B/PDB P<0.0008), en el binomic MSB/Sa se calculo una
diferencia marginal P<0.0846. El Unico binomio que no siguid este patrén fue el
TSY20B/Sa P<0 5832
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Con el fin de analizar la aproximacién a una distribucién normal en el
comportamiento de las UFC en los medios se aplicd la prueba de Shapiro Wilk,
estableciendose que solo el medio TSY20B inoculado con saliva tiene una
distribucion cercana a !a normalidad P<0.7112, las otras combinaciones
medio/inoculo no tienen distribuciones de normalidad P<0 01 en el binomio
MSB/saliva y en los dos medios noculados con placa P<0 0000 ambos,
probablemente debido a ia amplitud del rango en el crecimiento bacterniano (conteo
de UFC). Grafica 11

Ante este comportamiento las variables fuercn interpretadas a traves de un
analisis muitivariado de regresion lineal, salvandose la mejor transformacién de los
datos; siendo fas formulas utilizadas para los medios inoculados con saliva en
TSY20B Media+1%-1; en MSB fue: Media+1"-1.

0.00185732 0.0081968
Para los medios inoculados con placa la transformacidn fue logaritmica TSY208B
INTSY+1{21.26804729) y en MSB 1nMS8B+1(82.874418), Cuadro 4. grafica 12

Posteriormente ai aplicar un MANOVA. con las variables transformadas el
analisis de la informacion demostro interaccion entre (0s dos medios en las
cohortes aungue esta no fue estadisticamente significatva P<0 4135, La
interaccion entre la cantidad de UFC en fas cohortes y los mndculos fue
estadisticamente significativa P<0.0227

Existiendo por lo tanto diferencias significativas entre la cantidad de UFC
entre |os indculos pero no entre los medios. El crecimiento bacterianc es diferente
dependiendc del inoculo en cada medio

Este analisis sugiridé la necesidad de establecer para cada cohorte el
comportamiento  de los binomios medio/inoculo  encontrandose  diferencias
estadisticamente significativas en el crecimientc bacteriano en todas las cohortes
P< 0.0000. existiendo un mayor numero de UFC en TSY20B en saliva en todas las
cohortes. Grafica 13.

El coeficiente de determinacion mas alio establecido entre las UFC y la
actividad de canies fue para el binomio TSY20B inoculado con PDB R? = 0 206
Graficas 14(a-d)
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Cuando se realiz6 la comparacion del promedio en el crecimiento de UFC
entre las cohortes en cada binomio comparando todos los pares de promedios se
realizd usando la prueba de Tukey, la cual determind que en los binomios
mediofinocule TSY20B/Sa y MSB/Sa no existen diferencias entre los promedios
En {os binomios con inoculos de PBD este comportamiento fue diferente en ambos
medios el premedio de crecimiento en las UFC es diferente para la cohorte CA.

En el cuadro 5 se describen los valores de la regres:ion lineal realizada
entre la experiencia de caries inicial, final e incidencia contra cada uno de los
binomios utilizados.

Cuando se asocia la experiencia de caries nicial con lcs binomios
medio/inoculo. el binomio TYS20B/Sa, fue el unicc que no presentd significancia
estadistica. Cuando se asocia la informacion sobre ia experiencia final de ia
enfermedad con los binomios, el Unico que se asocio en forma estadisticamente
significativa fue el TSY20B/PDB y este mismo medio inoculado con saliva sdio
obtuvo una significancia marginal. Cuando se asociaron los binomios con el
numero de dientes que tuvieron incidencia de caries, solo ef TSY20B/PDB obtuvo
una significancia marginal. Este medio inoculado con placa de fisuras y fosetas
demostrd ser el mejor indicador de riesgo para la expernencia carnogenica. cuando
se cruza con las variables dependientes, ya que los coeficientes de determinacion

mas altos se establecieron para este binomio.



Cuadro 2. Distribucion de los UFC de S. mutans por tipo de inoculo realizado.

TOTAL DE UFC (x 10°) DE S. mutans

MSB TSY20B
Muestra n Promedio Mediana Rango Promedio Mediana Rango valordep razon -- Me.
Saliva 60 14 92 0-712 49 382 2080 p<0.0001 3.8
Placa 60 139 106 0-18240 129 166  0-11200 p<0.7646 0.9

n=numero de muestras
Valores de p = diferencias significativas de acuerdo a |la prueba t apareada
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Qréftica?

COMPARACION CON t APAREADA ENTRE LAS UFC DE S. mutans EN LOS MEDIOS SELECTIVOS DE CULTIVO INOCULADOS CON SALIVA
(MSBS vs TSY20B/S)
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Gréfica B

COMPARACION CON t APEREADA ENTRE LAS UFC DE §, mutans EN LOS MEDIOS SELECTIVOS DE CULTIVO INOCULADOS CON PLACA
DENTOBACTERIANA (MSB/PDB vs TSY20B/PDB)
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Gréfica 9

REGRESION LINEAL CON CALCULO DE t APAREADA ENTRE LGS DOS TIPOS DE INOCULO PARA EL MEDIC MSB
(SALIVAY PLACA DENTOBACTERIANA)
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QGréfica 10

REGRESION LINEAL GON CALCULC DE t APAREADA ENTRE LOS TIPOS DE INOCULC PARA EL MEDIO TSY20B
{SALIVA'Y PLACA DENTOBACTERIANA)
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Cuadro 3. Actividad de caries y UFC de S. mutans { x10 3) en saliva y placa por cohortes.

Libre de Caries Caries Leve Caries Alta
(n=20) (n =20} (n = 20) Nivel de
Media Media Media F Significancia r
Saliva x 10°
N° total UFC/0.1 m! 814 142 187.0 258 1.0848 0.3442*
MSB a a a
N° total UFC/0.1 ml 498.0 422.3 552.6 054 0 5832 0.2107
TSY20B a a a
Placa
Ne total UFC/O 1 mi 1400.4 133.0 2649.8 4.30 0.0183 0.2611*
MmsB b a b
N¢ total UFC/0.1 ml 848 190 28347 B.16 0.0008 0.5541**
TSY20B a a b

n= Tamano de la muestra uytilizado MSB, TSYZ20B con actividad de Caries a traves de ANOVA
r= Valores del coeficiente de correlacion de Pearson utilizando medio de cultivo contra actividad de caries
*= Nivel de significacia estadistica del coeficiente de correlacion

F=Nivel de significancia estadistica utilizando et medio de cultivo vs$ actividad de caries de la cohorte a través de ANOVA

letras iguales corresponden a promedio que no tienen diferencias significativas en fa prueba de Tukey
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PRUEBA DE NORMALIDAD DEL NUMERQ DE UFC DE 8. mutans EN LOS BINOMIOS ESTUDIADOS

Grafica 11
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Cuadro 4. Actividad de caries y UFC de S. mutans (x10%) en saliva y placa por cohortes utilizando las variables con la mejor
transformacion.

Libre de Caries Caries Leve Caries Alta

(n=20) (n=20) (n=20) Nivel de

Media Media Media F Significancia ¥
Saliva x 10°
N°® total UFC/0 1 mi 127 8 183.4 203.4 4.09 0.0217 0.3771
MSB a b b
N 1otat UFC/0 1 mi 12637 1125.1 1284 .3 1.58 0.2136 Q.1877
T5Y208B a a a
Placa
N*® total UFC/0.1 mi 629 317.5 583.8 5.49 0 0066 0.3153
MSB a a b
N~ total UFC/0 1 mI 3218 322 5923 7.38 0.0014 0.4852
T5Y20B a a b

n= Tamafno de la muestra utilizado MSB, TSY20B con actividad de Caries a traves de ANOVA

1= Valores del coeficiente de correlacion de Pearson utilizando medio de cuitivo contra actividad de caries

= Nivel de significacia estadistica del coeficiente de correlacion

F=Nivel de significancia estadistica utilizando el medio de cultivo vs actividad de canes de la cohorte a través de ANOVA
Letras iguales corresponden a promedios que no tienen diferencias significativas en la prueba de Tukey



Grafica 12
DISTRIBUCION DE LAS UFC DE 8. mutans DE LOS BINOMIOS MEDIOANOCULO EN CADA COHORTE
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QGréfica 13
COMPORTAMIENTOQ DEL NUMERO DE UFC DE 8. mutans EN LOS BINOMIOS MEDIONNOCULO INTEGRANDO LAS VARIABLES TRANSFORMADAS
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P<0.214 P<0.023 £<0.002 P<0.007

Letras iguales = promedios sin diferencias significativas
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Gréfica 14a

ANALISIS DE VARIANZA CON PRUEBA DE TUKEY ENTRE LAS UFC DE S, mutans SALIVALES EN TSY20B Y LAS COHORTES ESTUDIADA
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Gréfica 14b

ANALISIS DE VARIANZA CON PRUEBA DE TUKEY ENTRE LAS UFC DE 5. mutans SALIVALES EN EL MEDIO MSB Y LAS COHORTES ESTUDIADAS
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Grafica 14c

ANALISIS DE VARIANZA CON PRUEBA DE TUKEY ENTRE LAS UFC DE S. mutans EN PLACA DENTOBACTERIANA EN TSY20B Y LAS COHORTES
ESTUDIADAS
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Grafica 14d

ANALISIS DE VARIANZA CON PRUEBA DE TUKEY ENTRE LAS UFC DE S. mutans EN PLACA DENTOBACTERIANA EN MSB Y LAS COHORTES
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Cuadro 5, Valores de Regresion lineal entre experiencia de caries inicial y finai por medio y tipo de inoculo.

Medio INICIAL FINAL INCIDENCIA
Inoculo| Significacia R’ Significacia R’ Significacia R’
MSB-Saliva 0071 0.119 3812 0.013 5747 0.005
TSY20B-Saliva]  .1062 0.044 1900 0.029 3741 0.011
MSB-Placa 0439 0.068 3812 0.013 5747 0.006
TSY20B-Placa] 0000 0.307 0001 0.241 0797 0.052
Caldo MSB 2153 0076 5309 0.038 8574 001
Caldo TSY 2566 0 067 4938 0.029 0304 0.146
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TESIS DOCTORAL Y. LEONOR SANCHEZ PEREZ

2¢. Distribucién del nivel de infeccion por S. mutans en caldos de
cultivo selectivos. En el cuadro 6 se aprecia la distribucion de la aproximacion &l
conteo microbiano (nivel der infeccion), en las cohortes estudiadas en caldo mitis
salivarius con bacitracina (MSB). El 13.3% de los nifios fue negativo a! cuitive. el
50% presento un nive! de infeccién <10°, el 23 3% presenta recuentos entre 10% y
10° y el 13.3% presento el nivel de infeccidn mas aito >10°

El 95% de los nifos de la cohorte de CL se encontré entre niveles NC  y
de <10° El 50% de los nifios con una aita actividad de caries tenia niveles de S.
mutans >10% La cohorte LC fue la que presento el mayor porcentaje de ias
observaciones (55%) en los niveles mas altos de infeccion registrados a través de
esta tecnica; se establecio con la prueba de Kruskal Wallis gue el nivel de
infeccidn no  se distribuye en forma homogénea P<Q 0013 La ccohorte LC mostro
una tendencia de mayor frecuencias de los valores esperados en él mas aito nivel
de infeccién >10°. La cohorte de nifios con CL presentéd una mayor frecuencia en
los valores observados en los niveles <10* Y en la cohorte de los nifios CA fa
tendencia fue de mayor nimero de frecuencias observadas vs esperadas en la
categoria de 10%-10° (Graficas 15 a y b). Se establecid la asociacién entre las
variables a traves de la prueba de correlacion no parameétrica (coeficiente de
correlacidn de Kendall r¢), encontrandose que no nhabia asccigoidn entre las
variables cohorte y nivel de infeccion re =-0.0394 (P<0 6498),

El analisis de la informacion sugiere que los nifios de la cohorte LC tienen
mas bactenas, y que la cohorte CL se asocia a los mifos que se identificaron como
negativos al cultivo.

Cuando esta vanable se analiza con la incidencia de! proceso cariosc se
determind que la mayoria de los nifios (18 de 3C) con niveles de infeccion
consideradas leves <10° tuvo incidencia de cares' el 60% de Ios nAosS que se
identificaron en ese grupo considerados de bajo riesgo desarrollo nuevas lesiones
cariosas (cuadro 7. grafica 16).

Al asociar estas variables (nivel de infeccidn por S. mutans e incidencia) se
establecid un coeficiente de asociacion débil y no significativo. r, = -0.0844
(P<0.4863)
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TESIS DOCTORAL T. LEONOR SANCHEZ PEREZ

En el cuadro 8 se describe la aproximacidn del conteo microbiano en las
cahortes estudiadas en caldo de soya tripticaseina

Ef 36.3% de los nifios se identificaron con niveles < 10° ei 35% con niveles
de infeccion entre 10% y 10° v el 28% con niveles >10° En ia cohorte LC el mayor
porcentaje de estos rifios 40% (n=8) se encontrd entre 10* - 10°, categoria que
corresponde a niveles de infeccion medio.

El 55% de la cohorte CL se identificé con un nivel de infeccién ligero (<10°).
En fa cohorte de CA el 45% (n=9) se identificd con los niveles de infeccidon mas
elevados por 8. mutans de las 3 cohortes. El nivel de infeccién determinado con
aste caldo de cultivo y la cohorte asignada tuvo un coeficiente de correlacion tigero
{n=0.1083, P<0.3406) y no significativo. Al reahizar un analisis de vananza de una
sola via se estabieci6 a través de la prueba de Kruskai Wallis, que al menos una
de las medias de rangos en las cohortes es diferente de las demas (P<0.0477)
(graéficas 17) en la grafica 18 se aprecia fa correspondencia entre ei nivel de
infeccion y la cohorte estudiada (P<0.044).

La relacion entre la incidencia de caries y este caldo de cuttivo se presenta
en el cuadro 9 vy grafica 19; de los 38 nifios (21+17) que presentaron niveles de
infeccion >10% (63.3%). 22 de estos nifios (58%) desarroliaron carnies El
porcentaje de los niftos que desarrolio la enfermedad de aguelios considerados de
bajo riesgo (N C. y <10%) de los 22 nifios considerados como no expuestos 14
enfermaron, es decir el 63.6% de esos nifios y solo B no presentaron un cuadro
adicional de enfermedad.

Se establecio un coeficiente de correlacidon negativo y estadisticamente no
significativo, (rc=-0 1463; P<0.2290) entre las variables (incidencia vs caldo de
soya). La homogeneidad de la distribucion fue similar a la de este microorganismo
en caldo MSB.

El cuadro 10 presenta la asociacion entre los dos caldos utiizados El caldo
MSB presento el mayor porcentaje de observaciones (63 3%) en las calegorias de
menor riesgo N.C vy <10® mientras que en forma inversamente proporcional el
63 3% de las observaciones en caldo soya tripticaseina fueron en las categorias

de mayor riesgo >»10% El factor de asociacion establecido entre los caldos fue de

[#1
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TESIS DOCTORAL T. LEONOR SANCHEZ PEREZ

r=0.5181 (P<0.0000). Al realizar una tabla de contingencia se observé que esta
distribucion no fue homogenea y presento diferencias significativas. Al elaborar un
analisis de correspondencias, aplicando la prueba de Chi’® se establecié que la
deteccion del nivel de infeccidon depende del medio de cultivo que se utilice
(P<0.0007). grafica 20.

En el cuadro 11 se presentan ias correlaciones entre los medios de cultivo
utilizados y su asociacion con la prevalencia e incidencia de caries. (nc se incluyo
la informacion sobre los caldos de cultivo utilizados, ya que no se establecié una
correlacion significativa entre estos y las variables de analisis)

Cuando se asocian los medios con la experiencia iniclai de caries
(ceo+CPO) se obtuvieron coeficientes de correlacion significativos con el medic
MSB/Sa y MSB/PDB (P<0.01) y con TSY20B/PDB (P<0.001). La experiencia final
de caries (ceo+CPQ) se asocia con el medio TSY20B8/Sa al 95% de confianza y

con PDB af 99.9% de confianza.



Cuadro 6. Cohorte contra nivel de infeccion por S, mutans en caldo MSB,

Nivel de infeccion

<10°

104 - 10°

Cohorte N.C. >10° Total
N° % N° % N° % R % N° %
Libre de caries 2 10 7 35 5 25 6 30 20 100
C.Leve 5 25 14 70 1 5 - 20 100
C. Alta 1 5 9 45 8 40 2 10 20 100
Total 8 13.3 30 50 14 23.3 8 13.3 60 100

N.C = Negativo al Cultivo

H=1321 P<0 0013
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Grafica 15a

ANALISIS DE VARIANZA DE KRUSKAL WALLIS SOBRE LA DISTRIBUCION DEL S. mufans EN CALDO MITIS SALIVARIUS CON BACITRACINA
EN LAS COHORTES

, 3 — e —
?I 3.0 - . -
| 25 -}
204 - :
@ - ™ ﬁ>
W g5 >
= e = —
¢y !
e e
: - o -
! 00 .
!
r 054 — 7T
All Pai
| C A c.L. Lo ars
i Tukey-Kramer
Cohorte 0.0

P<0.0013



Grafica 15b

ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE EL CALDO MITIS SALIVARIUS CON BACITRACINA
EN LAS COHORTES ESTUDIADAS
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Cuadro 7. Relacion entre la incidencia de caries dental y la distribucion del nivel de infeccion en caldo de cultivo MSB.

Nivel de Infeccidn por S. mutans

Incidencia N.C. <10’ _10°-10° >10° Total %
0 3 12 5 4 24 40.0
1 3 7 5 1 16 26.6
2 1 3 1 2 7 11.7
3 - 2 2 - 4 6.7
4 - 4 - 1 5 8.3
5 - 1 - - 1 1.7
6 - 1 1 - 2 3.3
7 1 - - - 1 1.7
Total 8 30 14 8 60 100
no=-0.0844 P <0.4863
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Gréfica 18

ANALISIS DE VARIANZA DE KRUSKAL WALLIS ENTRE LA INCIDENCIA DE CARIES DENTAL Y NIVEL DE INFECCION EN CALDO DE CULTIVO MSB
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Cuadro 8. Cohorte contra nivel de infeccion por S, mutans cultivado en caldo de soya tripticaseina.

Nivel de Infeccion

Cohorte N.C. <10° 10%- 10° >10° Total
N° % N % N° % N° % N° %
Libre de canes 2 10 4 20 8 40 6 30 20 100
C. Leve - 11 55 7 35 2 10 20 100
C. Alta - 5 25 6 30 9 45 20 100
Total 2 3.3 20 33.3 21 35 17 28.3 60 100

Fuente Directa 1996/97

H=6.083 P<0.0477
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ANALISIS DE VARIANZA DE KRUSKAL WALLIS ENTRE LA DISTRIBUCION DEL CALDO DE SOYA TRIPTICASEINA Y LAS COHORTES
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Gréafica 18

ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE EL CALDO DE SOYA TRIPTICASEINA Y LAS COHORTES ESTUDIADAS
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Cuadro 9. Relacidon entre fa incidencia de caries dental y la distribucion del nivel de infeccién en caldo soya tripcaseina.

Nivel de infeccion por S. mutans

Incidencia N.C. <10’ 1 0*-10° >10° ___ Total %
0 1 7 5 11 24 40

1 - 5 6 5 16 26.6

2 1 2 3 1 7 11.7

3 - 2 2 - 4 6.7

4 - 2 3 - 5 8.3

S - ] - - 1 1.7

6 - 1 1 - 2 3.3

7 i : 1 : 1 17

Total 2 20 21 17 60 100

r.=-0.1463 P <0 2290



Grética 19

ANALISIS DE VARIANZA DE KRUSKAL WALLIS ENTRE LA INCIDENCIA DE CARIES DENTAL Y NIVEL DE INFECCION EN CALDO DE CULTIVO DE
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Cuadro 10. Tabla de contingencia entre el caldo MSB y el caido de soya tripticaseina.

Caldo Soya
Caldo N C. <10° 10%- 10° >10° Total
MSB N® % N° % N° % N° %% N° %
N.C. 1 1.7 6 10.0 1 17 N " 8 13.3
<10 - 13 217 13 21.7 4 6.7 30 50.0
10% - 10° 1 17 - 5 8.% 8 133 14 23.4
>10° . 1 17 2 33 5 83 8 13.3
Total 2 3.4 20 333 21 35.0 17 28.3 60 100

n.= 05181 P< 00000

71



Grafica 20

ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE LOS CALDOS DE CULTIVO MITIS SALIVARIUS Y SOYA TRIPTICASEINA

; 15 e T
\ 10 4 >10°
| j | 10110
l E >10°
0.5 'l
| i
i — B ga0m0:
| = 00 | -
!, '; < <10 NC
L 05
; e <10°
% = N,
. 10 - ¢
% i
| i
1 _'15 o I —;—1—7;7—771"‘7’ I R [)l,'l 17
-1.5 -1.0 0.5 .0 5 1.0 1.5
c2



Cuadro 11 Correlacion de los medios de cultivo para identificacion de 8. mutans y experiencia inicial y final de caries.

Medio /

_—" ___Inoculo  EXP.C.L EXP.C. F.
MSB/SALIVA 3442 1571
TSY20B/SALIVA 2107 2619 *
MSB/DB 2611 * 1809
TSY20B/DB 5541 ** 4664 ***
CALDO MSB -.0455 0335
CALDO SOYA-T 0998 0429

* P<005

~* P<0 01

** P<0 001
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TESIS DOCTORAL T.LEONOR SANCHEZ PEREZ

2d. Lactobacilos en medios sdélidos. Ef recuento de UFC de Lactobacilius
sp por tipo de muestra utilizada, en las muestras de saliva se establecio un
promedio de UFC de 17.2 {(x103), una mediana de O y un rango de 156 si bien el
conteo de UFC en saliva se puede considerar moderado entre 10% y 10° no se
identrfico ningun crecimiento bacterianc cuando este medio se inoculd con PDB
extraida del medio de transporte VGMIll.

En el cuadro 12, se presenta la distribucion de esta bacterna en ias cohortes
estudiadas; se aplicd un analisis de vananza. el cual demostré que no existian
diferencias significativas entre los promedios de UFC de lactobacilos en las
cohortes P<0.1790 (grafica 21). El coeficiente de correlacion estabiecido fue ligero
y no significativo n=0.1791; P<0.1708 Al analizar la informacion a través de un
modelo de tamizaje ¢ proyeccién se estimo que los promedios de las UFC en las
cohortes LC y CL es similar P<0.8854. mientras que al comparar las cohortes de
nifios LC vs CA el conteo de UFC es mas de! doble P<0.065, esttmandcse que
existe una significancia marginal entre los promedios de UFC en estas dos
cohortes.

En la grafica 22 se aprecia la linea de regresion entre el nimero de UFC de
Lactobacifus sp y ia experiencia de caries inicial y final de los nifics estudiados. Al
inicio el coeficiente de determinacidon calculado fue de 0.48 y ei analfisis de
varianza establecio que no habia diferencias estadisticamente significativas entre
la experiencia de caries (ceo+CPO-D) y el nimerc de UFC P<0 0927 Al finalizar
el estudio se estimé un coeficiente de determinacion menor 0 43 asi como un
valor de |a probabilidad mayor en el analisis de varianza P<0 1116. El coeficiente
de correlacidn de Pearson estabiecide al inicio fue de r=02180 y con la
experiencia final de la enfermedad. este habia seguido el misma patréon de

disminucion r=0.2076



Cuadro 12. Distribucion de Lactobacilius sp. salivales en las cohortes.

Saliva (x 10%) Actividad de Caries
Medio Libre de caries Caries Leve Caries Alta F r sig R’
Rogosa Promedio Rango Promedio Rango Promedio Rango
Numero Tolal de 114 NC.-92 11.2 N.C-84 29 N.C. - 156 17737 1791 0.1709 0.058
UFC/0.1 mi
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Grafica 21

ANALISIS DE VARIANZA DE KRUSKAL WALLIS ENTRE LA CANTIDAD DE UFC DE Lactobaciflus sp. Y LAS COHORTES ESTUDIADAS
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Gréfica 22

ANALISIS DE REGRESION ENTRE EL NUMERQ DE UFC DE LACTOBACILLUS sp Y LA EXPERIENCIA
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TESIS DOCTORAL 1. LEONOR SANCHEZ PEREZ

2e. Actividad cariogénica medida a través de la velocidad de
formacion de acidos. Cuando se caractenzé la actividad cariogénica utilizando la
prueba de Snyder. que mide la capacidad de la saliva para fermentar el azlcar
contenida en el medio El indicador (verde de bromocresol) cambia del verde
azulado al amarillo a medida que el pH disminuye, lo cual ha sido considerado
como una indicacion del aumento en fa cantidad de acido formado. Cuanto mas
profundo es el amarillo y mas rapido es el cambio de color, mayor es la cantidad
de acido que los factobacios han formado.

Se establecio. en las cohortes estudiadas a traves de analisis de varnanza
de Kruskall Wallis que la distribucién de ia actividad cariogénica de al menos una
de las medias de rangos es diferente de la demas (P<0.007) como se observa en
el cuadro 13. grafica 23.

En la cohorte LC predominan los nifios con una actividad cariogénica
moderada: en la cohorte CL. en el 50% de las observaciones se determind una
actividad cariocgénica ligera. La cohorte CA presento los valores mas elevados. el
45% de las observaciones en la categoria de actividad de caries mederada asi
mismo se registrd en esta cohorte él mas alto porcentaje de mifios con actividad de
caries marcada (25%). El coeficiente de correlacién no parameétrico fue ligero y no
significativo. re= 0 1422; P<0.2076. En la grafica 24 se observa esta informacion a
traves de un analisis de correspondencia.

En la grafica 25 y el cuadro 14 se observa ia distribucion de la incidencia de
caries dental vs la prueba de Snyder, se establecio un factor de asociacidn no
significative r= 0.1684, P<0.1592. El anadlisis de varianza de una sola via de
Kruskal Wallis demostrd que las medias de los rangos eran estadisticamente
iguales P<(0.5449.

Al aplicar un modelo logistico para analizar la informacion se establecio que
no habia diferencias significativas entre la distribucion de |a actividad cartogénica y
las cohortes seleccionadas P<0.901, asi como tampoco con la incidencia P<0.681,

pareciendo ser independientes
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Para analizar fa dependencia entre las varables de cares micial, final e
incidencia vs los medios selectivos para lactobacilos (cuadro 15). se aplicaron
modelos de regresion lineal cuando ia vanable independiente era el numero de
UFC en el bincmio Rogosa SL/Sa y las variables dependientes los indices
cariogénicos, el modelo de analisis de varianza de Kruskal Wallis se aplicd cuando
[a variable independiente era la prueba de Snyder {vanable ordinal) y las variables
dependientes los indices cariogénicos.

Se obtuvieron valores en la regresion lineal no significativos P<0 54489 para
el binomio Rogosa SL/Sa cuando se asocia esta informacidn con la experiencia de
cartes inicial y final, asi como con la incidencia de la enfermedad, para la prueba
de Snyder la expernencia final de caries fue la unica variable, en la que se

estableci6 cierto valor pronostico, P<0.0120.
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Cuadro 13. Distribucién de la actividad cariogénica determinada a través de la prueba de Snyder en cada una de las cohortes.

Cohorte

Actividad Cariogenica

Negativa Ligera Moderada Marcada Total
iN® % N° % N° % N° Yo N* %
Libres de Caries 5 25 3 15 9 45 3 15 20 100
C.Leve 6 30 10 50 3 15 1 5 20 100
C Alta 1 5 5 25 9 45 5 25 20 100
Total 12 20 18 a0 21 35 9 15 60 100
H=9.87 P < 0072
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Grifica 23
ANALSIS DE VARIANZA DE KRUSKAL WALLIS ENTRE LA CAPACIDAD DE ACIDIFICACION DE LOS LACTOBACILOS EN Et. MEDIO DE SNYDER Y
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ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE LA ACTIVIDAD CARIOGENICA Y LAS COHORTES ESTUDIADAS
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Grafica 25

ANALISIS DE VARIANZA DE KRUSKAL WALL!S ENTRE LA VELOCIDAD DE ACIDIFICACION DE LOS LACTOBACILOS Y LA INCIDENCIA DE
CARIES DENTAL
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Cuadro 14. Velocidad de acidificaciéon (Snyder) e incidencia de caries.

Incidencia Actividad Cariogenica Total

n°® de dientes  Negativa Ligera Moderada Marcada n° %
0 ) 8 7 3 24 40

1 2 8 6 2 16 26.7

2 1 - 5 1 7 11.7

3 1 3 - - 4 6.7

4 1 1 2 1 5 8.3

5 - - - 1 1 1.7

6 1 - - 1 2 3.3

7 - - 1 - 1 1.7
Total 12 18 21 9 60 100

H, = 0.7189 P< 0.5449
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Cuadro 15. Valores de regresion lineal y logistica ordinal entre las pruebas que utilizan Lactobacilius sp. * y el comportamiento
dei proceso carioso.

Medios /caries F L sig r R’

Rog vs Exp. C. Inicial 2.9229 0.079 0.2190 0.1130
Rog vs Exp. C. Final 2073 0.1116 0.1857 0.0400
Rog vs Incidencia 0.00003 0.9986 0.0002 0.0000
P. Snyder vs Exp. C. Inicial 2.7566 0.17 0.2130 0.0454
P. Snyder vs Exp. C. Final 4.9431 0.03 0.2802* 0.1133
P. Snyder vs Incidencia 1.0047 0.61 0.1305 0.0370

Rog - Rogosa LB
Snyder LB
*Significacia Estadistica
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2f. Biotipificacion de los estreptococos de la PDB. En el cuadro 16, se
describe la caracterizacion e identificacién bioquimica de ios estreptococos hechos
a partir def muestreo de PDB de fosetas y fisuras: Ei 80% de los microorganismos
identificados correspondieron al grupo mutans y el 20% restante correspondio a
estreptococos considerados como no cariegenicos

Del grupo mutans los estreptococos identificados en la en la poblacion
estudiada fueron: el 3.3% S. cricetus, el 5.0% S. rattus, el 31.7% S. mutans y el
40% S. sobrinus. De los estreptococos cultivados, considerados como no
cariogénicos estos se distribuyeron de la siguiente manera: el 3.3% de los nifios
presento colonizadas las superficies oclusales del primer molar por S. mitis, el
6.7% por S. salfivarius y el restante 10% por S. sanguis.

Su distribucion en cada una de las cohortes fue: en fa cohorte LC
predomino el S. mutans (n=10 de 20). en la cohorte de nifios con CL es mayor el
porcentaje fue de S. sobrinus (n=7 de 20) y en la cohorte de nifios con CA se
presentd también un mayor predominic de S. sobrnus (n=10 de 20), Grafica 26, Al
aplicar un andlisis de varianza de Kruskal Wallis se determind gue no habia
diferencias entre el tipo de bacteria tipificada y la cohorte.

La biotipificacion del grupo mutans y la incidencia de caries dental se
observa en el cuadro 17, 1a informacion indica que no hubo asociacion entre el tipa

de bacterias y la incidencia de caries r= 0.1883. P<0.1083 (Gréfica 27)

36



Cuadro 16. Identificacion bioguimica de los Streptococcos en las cohortes estudiadas.

Cohorte
Streptococos Sanos C. Leve C. Alta Total
Cariogenicos N° % N° % N° Y% N° %
S. rattus - - 3 50 3 5.0
S. Cricetus 2 3.3 - - 2 3.3
S. Mutans 10 16.7 6 10.0 3 5.0 19 31.7
S. sobrinus 7 11.7 7 11.7 10 16.7 24 40.0
Streptococos
No Cariogenicos
S. mitis - 1 1.7 1 17 2 3.2
S. salivarius - 3 5.0 1 1.7 4 6.7
S. sanguis 1 1.7 3 5.0 2 3.3 6 10.0
Total 20 333 20 33.3 20 33.3 60 100

Ho= 0.5341 P< 0.7656
r =-1349
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GRAFICA 26.
DISTRIBUCION DE LOS ESTREPTOCOCOS EN LA COHORTES.
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Cuadro 17. Distribucion de la incidencia y la identificacion bioquimica del grupo Streptococos.

Streptococos
Grupo mutans Grupo no cariogenico
Incidencia  S. cricelus S. rattus S. mutans  S.sobrinus S. mitis S. salivarius  S. sanguis
0 1 2 8 7 1 2 3
1 1 4 8 1 2
2 4 2 1
3 - 2 1 1
4 1 1 3
5 - 1
6 2 -
7 - 1
Total 2 3 19 24 2 4 6
% 3.3 50 31.7 40 3.3 6.7 10.0
ji* =-.27584 P 0.9577
R?= 0.032

r=0.7993 P<0.1093
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GRAFICA 27 )
INCIDENCIA Y GRUPO CARIOGENICO DE LOS NINOS.
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3. Conformacién de conglomerados. Como ha quedado explicitado en
tos resultados anteriormente descritos, al comparar los valores de una variable con
los valores de otra, se obtiene una asociacidon y/o dependencia univariada o de
causalidad, la cual no provee todas los posibles mecanismos que son necesarios
para establecer el comportamiento de un grupo de elementos que indudablemente
interactuan, no solamente entre grupos de variables. sino en ferma concomitante
con la variable estudiada.

Por io cual. se decidio optar por una nueva propuesta metodologica que
consiste en formar conglomerados a partir de los grupos de variables que juegan
un papel semejante’ independientes, dependientes, confusoras o modificadoras,
utiizando una manera de formar agrupaciones directas con un analisis de
conglomerados jerarquico. con distancia de Ward.

Cuando se pretende caracterizar a los conglomerados. hay que concebir
que a esta agrupacion de variables las podemos interpretar coma tipologias, ya
que agrupan ninos con valores parecidos de las variabies con los que se
construyen. Ahora bien, para esto se analizé la distribucion de las variables en lcs
conglomerados, con la finalidad de determinar las variables que los caracterizaban
como tipologias.

Con el uso del analisis de congiomerados, se formaron varios grupos de
casos y se explord diferentes numeros de tipologias. especificamente se utlizd el
no traslape de los grupos. a través de calcular [os intervalcs de confianza de las
medias al 95% de confianza, que en nuestro caso. permitid determinar tres
tipologias para riesgo y tres tipologias para morbilidad (de las 12 propuestas
inicialimente por el modelo).

Se definieron las vertientes que caracterizaban a cada tipologia. Se
establecio el grado de asociacion entre cada una de las vaniables que formaron ias
tipologias y entre estas mismas con las tipologias contraras. Esto permitid

encontrar aquellas vanables que no se asociaban con el resto, interpretandose en
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el sentido de que esas vanables: o0 no fienen consistencia, o que practicamente su
respuesta es azarosa Este tipo de analisis. permitid encontrar las variables que
fueron mas determinantes en la formacion de las tipologias, estableciéndose el
nivel de significancia estadistica entre las tipologias y cada una de las varables
del conglomerado contrano, con estas vanables significativas se generaran

nuevas tipologias seieccionadas de riesgo y morbilidad.

3a. Tipologias de riesgo.

Las tipclogias de riesgo se conformaron con las variables iniciales:
variables independientes consideradas indicadoras de riesgo de dafo posterior; 6
binomios medic noculo (TSY20B/Sa, MSB/Sa, TSY20B/PDB, MSB/PDB
Snyder/Sa y Rogosa SL/Sa) y las 10 variables dependientes de ios indices
iniciales de caries (ceo-dy s, CPO-D y S, ceo+CPO-D y S), componentes de los
indices dientes y superficies cariadas y exiraidos) después de su estandarizacion

En la gréfica 28 se observa la estructura prototipo de un anaiisis por

congiomerados.

Caracteristicas de las tipologias de riesgo.

La grafica 29 y los cuadros del 18 a 20 caracterizan fas tres tipclogias de
riesgo. En relacién con el comportamiento del proceso carioso en las tipologias de
riesgo. La experiencia de caries (indices ceo+CPO) cambia conforme la tipologia.
La tipologia 1 de bajo riesgo presenta una experiencia de caries en promedio de
1.4 dientes y 2.4 superficies afectadas. La tipologia 2 presentd en promedio 5.6
dientes afectados y 7 3 superficies, caracterizandose por los mas altos indices de
caries en la denticion permanente y altos conteos bacteriancs de S mutans en
PDB, por lo que se le denommo Dientes Permanentes/S. mutans, Asi mismo esta
tipologia presenté, €l mas altc promedio de dientes y superficies cariadas

La tipologia 3 presentd un promedic de 68 dientes afectados y una
experiencia de ia enfermedad por superficie de 16.2, presentando !os indices de

caries mas altos para la denticidn temporal. y las respuestas mas altas a ias
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pruebas de identificacidn bacteriana para Lactobacilius sp. (Rogosa SL y Snyder),
por io cual se le denomind Dientes Temporales/iaciobacios.

Estas tipologias se agruparon de la sigutente manera: tipologia 1 de bajo
riesgo que caracterizdo a 39 nifios (65%), tipolcgia 2 Dientes Permanentes/S.
mutans caracterizd a 10 nifos (17%) vy la tpologia 3 Dientes

Temporales/lactobacilos caractenzo a 11 nifics (18%).

Asociacion de ias tipologias de riesgo con la cohorte.

Posteriormente se asocio {a informacion obtenida entre las tipologias de
riesgo y la cohorte inicial asignada, para analizar su correspondencia.
observandose que el 100% (n=20 de 20) de los nifos ubicados en la tipologia de
riesgo bajo correspondio a los niflos originaimente ubicados en fa cohorte libre de
caries o sanos, los nifos de la cohorte con caries leve el 75% (n=15 de 20) se
agrupo en tipologia de riesgo Dientes Permanentes/S. mutans, la cohorte de CA
presentd una distribucion poco pronosticable. Et 45% de los nifos con caries alta
se agrupa en la tipologia de riesgo Dientes Temporales/lactobacilos., P<0.0001,

cuadro 21 y grafica 30.

Asociacion de las tipologias de riesgo con otras variables.

La razdn de superficies afectadas por diente fue para la tipologia de bajo
riesgo de casi 2 superficies afectadas por diente (razén1 80), en (a tipologia de
riesge Dientes Permanentes/S. mutans, fue de 1 superficie afectada por diente
(razon 1.20) y en la tipologia de riesgo Dientes Temporales/lactobaciios, fue de 4
superficies afectadas por diente enfermo. Al aplicar un ANOVA de Kruskal Wallis
no se encontro que ninguno de los rangos de las medias fuera diferente

(P<0.205), grafica 31
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Grafica 29

CARACTERISTICAS DEL. COMPORTAMIENTO DE LAS VARIABLES QUE CONFORMARON LAS TRES TIPOLOGIAS DE RIESGO
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Cuadro 18. Caracterizacion de las tipologias de riesgo

Tipologias Riesgo | ceo-d ! CPO-D | ceotCPOD | ceo-s { CPO-S | ceotCPO-S
Bajo o7 0.7 14 1.1 1.3 2.4
Dnts. Permanentes 19 37 586 12 61 7.3

S mutans

Dnts Temporales 54 1.5 68 13.7 26 16.2
Lactobacillus . S S .

Valorde F 32.530 11 359 40 696 74 048 9789 47 049
Significancia 0 0go 0 001 0000 0000 0003 0.000
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Cuadro 19. Caracterizacion de las tipologias de riesgo en relacion con el promedio de los componentes de los indices

Tipologias Riesgo [ Dientes Obturados | Dientes Cariados | Dientes Extraidos | Sup. Obturadas |  Sup. Cariadas

Bajo 1.3 01 - 2.2

Dnts Permanentes - 586 - - 7.3

S mulans

Dnis. Temporales - 6.5 03 - 16.0
Lactobacilius o e o } B o
Valor de F - 38 078 1.778 - 47 049
Sgnificangla - .. 0600 0173 - _ ._...Goo0
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Cuadro 20. Caracterizacion de las tipologias de riesgo con relacidn a las variables estandarizadas de UFC en los medios de cultivo

Binomio medic/incculo

Tipologias de Riesgo Saliva Placa dentobacteriana Salva

TSY208 i MSB TSY208 l MSB Rogosa Sl.
Bajo -0 31 -0 38 -0.33 -0.21 -0 31
DOnis Permanentes 109 119 1.1 083 010
S mutans
Dnts Temporales 0.10 0.25 0.17 -0 01 1.01
Lactobacilus . e ] o ) o
Valor de F 10.404 15 001 11 417 4 924 4,319
Significancia _ 0001 _booo 0001 0011 0018
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Cuadro21. Tabla de contingencia entre las cohortes asignada y las tipologias de riesgo

Cohorte Bajo D Permanentes S mutans D. Temporales Total
L Lactobacillus
MNo. % No % No. % No %
Libre Carres 20 100 - - - - 20 100
Carnes Leve 15 75 3 15 2 10 20 100
Cares Alta 4 20 7 35 45 20 100
Total ] 39 65 ] 10 17 11 18 T 60 100
R?=333
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Qréfica 30

ANALISIS DE CORRESPONDENCIAS ENTRE LA COHORTE INICIAL Y LAS TIPOLOGIAS DE RIESGO
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Gréfica 31

EXPERIENCIA FINAL DE CARIES POR DIENTE/SUPERFICIE Y RAZON DE DIENTES/SUPERFICIES CON INCIDENCIA SEGUN TIPOLOGIA DE

RIESGO
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3b. Tipologias de morbilidad.

Ahora bien a tas variables finales o de salida, (variabies dependientes)
también se les aplico el analisis de conglomerados, con el fin de generar un
modelo que nos pudiera explicar mejor el riesgo a enfermar Asi estas upologias
de morbilidad, se conformaron con las variables: indices de caries dental final para
cada denticion por diente y superficie, experiencia global final de la enfermedad
(indices ceo+CPQO) utilizando ambas unidades de medida, componentes de los

indices cariogénicos y la incidencia del proceso carioso. Un total de 12 vanables.

Caracteristicas de las tipologias de morbilidad.

Las caracteristicas de estas tipologias de morbilidad se describen en los
cuadros del 22 al 23.

La experiencia de caries en la denticién temporal al finalizar el estudio
cambia dependiendo del conglomerado o tipctogia. La tipologia 1 o de baja
morbilidad presentd indices de caries bajos.

La tipologia 2 o de morbilidad media presento los premedios mas elevados
en los indices de caries, en la denticidn permanente (CPO-D de 5.1 y CPO-S de
8.6); el mayor promedio de dientes cariados (3.2). superficies canadas (5.3) y
mayor incidencia (2.5 dientes en promedic) por estas caracteristicas se denomind
tipologia de dientes permanentes cariados (Onts Permanentes Car.). Gréfica 32

Ei tercer conglomerado presento tos promedios de los indices mas altos en
fa denticidon temporal (ceo-d de 5.2 y cec-s de 12.0), mayor promedio de dientes
temporales obturados (4.0) y por lo tanto mayor promedic de superficies obturadas
(7.3) en esta denticién, por lo cual se denomind como tipclogia de dientes
temporales obturados (Dnts. Temporales Obt.)

Estas tipologias se agruparon de ia siguente manera: 28 nifios {47%) en la
tipologia de baja morbilidad, 26 nifios (43%) en la tipologia Dientes Permanentes

Cariados y 6 nifios (10%) en la tipologia de Dientes Temporales Obturados.
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Asociacion de las tipofogias de morbilidad con la cohorte.

Posteriormente se asocio la informacion de las tres tipologias de morbilidad
con la primera organizacidon de la poblacion estudiada, es decir por la coherte
asignada. La tabla de contingencia {cuadro 24) entre estas variables estabiecid
gue el 80% de la cohorte de minos libres de caries o sanos (n=16 de 20) tuvo
finalmente una tipologia de morbilidad baja el 55% (n=11 de 20) de ia cohorte de
caries leve fuvo una tipologia de morbilidad baja y el 40% (n=8 de 20) de esta
misma cohorte presentd una tipologia de Dientes Permanentes Cariados La
cohorte de caries aita inicialmente, se manifestd principalmente con una tipofogia
de Dientes Permanente Cariados, 70% (n=14 de 20) de los nifios asignados a esa
cohorte. En la cchorte de C L. no se observo una asociacion tan clara en las

tipologias como en las otras dos cohortes. P<0 0001, Graficas 33

Asociacion de las tipologias de morbilidad con otras variabies.

La razdn de superficies afectadas por diente, fue para la tipologia de baja
morbilidad de 1 superficie afectada por diente (razan de 1 4), en la tipologia de
Dientes Permanente Cariados fue de 2 superficies afectadas por diente (razon
2.5) y en la tipologia Dientes Temporales Obturados, fue de 15 superficies
afectadas por diente enfermo. Al aplicar un ANOVA de Kruskal Wallis no se
encontré que ninguno de los rangos de las medias fuera diferente {P<0 301),

grafica 34.

Asociacion de las tipologias de riesgo con las tipologias de
morbilidad.

Se procedid a realizar una tabla de contingencia asociande tas tipologias de
riesgo con las tipologias de morbilidad, (cuadro 25 y grafica 35). Este analisis
permitid establecer que el 64% (n=25 de 39) de la tipologia de bajo riesgo
presentd una fuerte asociacion con la tipologia de morbilidad baja. El 80% (n=8 de
10) de la tipologia de riesgo Dientes Permanentes/S. mutans. presenté una
tipologia de morbihdad de Dientes Permanentes Cariados, sin embargo. presenta

una distribucion porcentual homogénea en cada una de las otras dos tipologias.
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no habiendo diferencias entre las frecuencias observadas y esperadas en estos
extremos (valor de P<0.0000).

El 55% (n=6 de 11) de la tipologia de nesgo Dientes
Temporales/tactobaciios, presenté una tipologia de morbilidad de Dientes
Temporales Obturados al finalizar el estudio, existiendo una discrepancia entre las
frecuencias esperadas y observadas (1.1 a 8). Ningun caso de tipologia de riesgo
bajc ¢ de tipologia de riesgo de Dientes Permanentes/S. mutans, se ubicd en esta
tipologia. Informacion que sugiere que los extremos son los mejores predictores

de morbilidad final.
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Cuadro 22. Caracterizacion de las tipologias de morbilidad

Tipologias de cea-d CPO-D cea+CPO-D ceo-s CPO-8 ceo+CPO-S
Morbihdad (

Baja 07 06 13 1.1 08 19
Dnts Permanentes 06 5.1 58 15 86 101
Canados

DOnts. Temporales 52 07 59 12.0 07 12,8
Obturados

Valorde F 44 496 52 855 27.167 40 418 54.953 28610
Significancia 0.000 G 0G0 0.000 0 000 0600 0.000
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Cuadro 23. Caracterizacién de las tipologias de morbilidad en relacién con el promedio de los componentes de los indices y la incidencia

Tipologias de [‘DIEMES Obturados | Dientes Cariados incidencia Sup. Obturadas Sup Cariadas Sup ! Incidencia
Morbilidad

Baja 04 09 06 10 049 09

Dnts Permanentes 2.4 32 25 4.2 58 4.5
Canados

Dnts Temporales 40 15 0.3 73 53 05
Obturados

Valor de F 8.059 12 388 11 885 6.733 10.738 13 500
_Significancia 0001 0 000 0 000 0002 0 001 0 000
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Cuadro 24. Tabla de contingencia entre las cohortes asignadas y las tipologias de morbilidad

Tipologias de Morbinidad
Cohorte Baja rﬁ Permanentes Canados | D Temporales Obturados Total
No % { No. % No. % No. %
Libre Canes 16 80 4 20 - - 20 100
Canes Leve 11 55 8 40 1 5 20 100
Cartes Alta 1 5 14 70 5 25 20 100
Total ] 28 47 1 26 43 T 6 10 | 60 100
R*=265
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ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE LA COHORTE INICIAL Y LAS TIPOLOGIAS DE MORBILIDAD
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Grafica 34

EXPERIENCIA FINAL DE CARIES POR DIENTE/SUPERFICIE Y RAZON DE DIENTES/SUPERFICIES CON INCIDENCIA SEGUN TIPOLOGIA DE

MORBILIDAD
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Cuadro 25. Tabla de contingencia entre las tipologias de morbilidad y las tipologias de riesgo

Tipologias de Riesgo

Tipologias de Bajo [3 Permanentes S. mutans 0 Temporales Total
Lactobacillus

Morbiidad No. % No Y No. % No
Baja (Frec Observada) 25 64 2 20 1 9 28
Frecuencia Esperada 18.2 4.7
Valor ChP en fa celda 2.6 1.5
Dnts Permanentes 14 36 8 80 4 36 26
Canados (Frec. Obs ) 16.9 43 48
Frecuencia Esperada 0.5 3.1 0.1

Valor Chi en fa celda

Dnts Temporales

Obturados - - 5 55 6

Frecuencia Esperada 3.9 1.0 1.1

Valor Chi’ en la celda 3.9 1.0 21.8

Total | 39 100 [ 10 100 1 11 100 | 60
P<0.0000

negrillas = Frecuencia esperada
negrilla + cursiva = valor de Chi® para la celda
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ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE LAS TIPOLOGIAS DE RIESGO Y LAS TiPQGLOGIAS DE MORBILIDAD
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4. Nuevas Tipologias.

Para profundizar mas en el conocimiento del perfil de riesgo y en ei perfil de
morbilidad, la informacion se analizé nuevamente tratando de establecer dentro
del total de variables, cuales habian sido aguellas que presentaban significancia
estadistica con estas tipologias, eliminando aqueilas variables que no tenian
consistencia o que su respuesta habia sido azarosa.

Se analizd la informacidn de las tipotogias de morbilidad contra las 15
variables que habian constituido las tipologias de riesgo a traves de ANOVA.
estableciéndose que aquelias variables niciales que tenian significancia
estadistica con las tipologias de morbilidad fueron: el numero total de dientes
afectados iniciales (ceo+CPO-D) P<0.0000, el numerco total de superficies
afectadas iniciales (cec+CP0O-8) P<0.0000, el nimero de dientes cariados
iniciales P<0.0008 el binomio TSY20B/PDB P<0.0308. ef binomio Rogosa SL/S
P<0.0004 y la prueba de actividad cariogénica de Snyder P<0 0182. Gréfica 36

El mismo procedimiento se aplicd a las tipologias de nesgo. se asocio {a
informacion a través de un ANOVA obteniéndose que aquellas vanables de las 12
finales que tenian significancia estadistica con estas tipoiogias de riesgo fueron: la
cantidad de dientes afectados al finalizar el estudio (ceo+CPQO-D} P<0.0001, las
superficies totales afectadas (ceo+CPO-S) P<0.0000 y e numero totail de dientes

cariados P<0 0019 Grafica 37.
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Grafica 37
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4a. Tipologias de riesgo y morbilidad con seleccion de variables.

Con !as variables iniciales que fuercn significativas en su asociacion con las
tipologias de morbilidad: variables independientes TSY20B/PDB P<0.0308,
Rogosa/Sa P<Q 0004, Snyder/Sa P<0.0182 y tas varables dependientes
ceo+CPO-D micial P<0.0000. ceo+CPO-S micial P<0 0000 y el componente de
dientes cariados iniciales P<Q0000. se generaron nuevamente tres
conglomerados de rnesgo, los cuales se denominaran de ahora en adelante como
tipologias seieccionadas de riesgo.

Las tipologias seleccionadas de morbilidad se construyeron con las
variables estadisticamente significativas en su asociacion con las tipologias de
riesgo: ceo+CPO-D final P<0.0001, ceo+CPO-S final P<0.0000 y dientes cariados
finales P<0.0019.

Caracterizacion de ias tipologias seleccionadas.

En el cuadro/grafica 38 se describen [as tipologias seleccicnadas de nesgo
La tipologia seleccionada que se denominé como de bajo riesgo se caractenzé
inicialmente por presentar 1 superficie afectada, la tipologia seleccionada de
mediano riesgo presento casi 3 dientes afectados (2 63 en promedio) con casi b
superficies afectadas (4.63 en promedio).

La tipologia seleccionada de aito riesgo presentd en promedio 7.4 dientes
afectados, con un indice ceo+CPO-S de 145 Existiendc diferencias
estadisticamente significativas a través de MANQVA entre la tipologia

seleccionada de nesgo y los indices de caries por diente y superficie, P<0.0000

Asociacion de las tipologias seleccionadas de riesgo con otras
variables.
LLa tipologia seleccionada de mediano riesgo presentd una razon de 2.2

superficies afectadas por diente; de las cuales el 56% fueron lesiones de caries sin
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tratar. La tipologia seleccionada de alto riesgo tuvo una razdn de 2.7 lesiones por
diente, afectando mas a la denticion temporal. El 50% de las lestones fueron de
caries activas o sin tratamiento. Al aphcar un ANOVA de Kruskal Wallis no se pudo

establecer gue ninguno de los rangos de las medias fuera diferente, P<0 301.

Gréafica 39

Asociacion de las tipologias seleccionadas de riesgo con las
tipologias seleccionadas de morbilidad.

Cuando estas tipologias se caracterizaron con las tipologias seleccionadas
de morbilidad se establecid que Iz experiencia final de canes por tipologia de
riesgo seleccionada fue en promedio para ia tipologia de bajo rnesgoe de 19
dientes afectados, con 2.8 superficies afectadas en promedio, de las cuales 1.3 en
superficies en promedio fueron cariadas. Cuadros/graficas 40 y 41

En la tipologia de mediano riesgo se presentaron en promedic 3 dientes
afectados con 5.1 superficies afectadas y en promedio 2.5 de estas superficies
fueron de caries activas.

En la tipologia seleccionada de alto riesgo se obtuvo un promedic de 7
dientes afectados. con 14 superficies afectadas, de las cuales mas de la mitad
fueron lesiones ceriosas activas (7.4), asi como el mayor promedio de
dientes/superficies obturadas.

Estas tipologias seleccionadas de rnesgo se caracterizaron por presentar
indices mas altos de caries en la denticion permanente Cuando se asocio la
informacion de tipologia seleccionada de riesgo contra los indices de caries por
diente y superficie, a través de MANOVA se obtuvo que los promediocs de cada

tipologia eran diferentes. P<0.001.

Asociacion de las tipoiogias seleccionadas con el conteo de UFC en
los binomios medio/inoculo.

En el cuadro/grafica 42 se aprecia la distribucion del promedio de fas UFC
en jos binomios medig/incculo cuando se asocia la informacion con ias tipologias

seleccionadas de riesgo. Observandose gue los extremos rnesgo bajo y rnesgo

b
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alto fueron lo que presentan los promedios que son estadisticamente diferentes.
Cuando se realizod un MANOVA se determind que las medias de las UFC son
diferentes en cada medio/inoculo dependiendo de la tipologia de riesgo
seleccionado con una probabilidad de P<0.0025.

Cuando se analizo el comportamiento del numero de UFC en los
binomics medios/inoculos contra las tipologias seleccionadas de morbiidad
generadas, se observe que el promedio de UFC era mas homogeneo e nimero
de bacterias aumentaba conforme las tipologias seleccionadas de morbilidad. las
pruebas multivanadas dan valores de P mayores de P<0 02. para los binomios
medio/inoculo. Cuadro/grafica 43

La distribucién de la cantidad de UFC en las tipologias seleccionadas de
riesgo sugiere que existen diferencias entre los promedios de UFC de los nifios

con tipologia seleccionada de riesgo bajo y tipologia seleccionada de riesgoe alto.

Caracterizacion de las tipologias seleccionadas de riesgo a través de
intervalos de confianza

Al calcular un riesgo alfa bilateral al 95% de confianza de la informacion
obtenida se determino que segun ia tipologia seleccionada de riesgo. este se
comportaria de la siguiente manera:

E! bajo riesgo sera aguel gque se encuentre sano en ambas denticiones
existiendo cierta probabilidad de que se presente una sola superficie afectada con
caries incipiente, que presente hasta 2,000 UFC(x10%) de S. mutans en muestreo
de PDB, un conteo de Lactobacillus sp > 10° y una acidez ligera en ia saliva

El mediano riesgo sera aquel individuo que presente un minimo de 2 vy
come maximo 4 dientes afectados, la informacion sugiere que de estos dientes el
60% pueden pertenecer a la denticion temporal v el otro 40% a la denticién
permanente. pudiendo presentar bajos conteos de S. mutans pero conteos mas
altos de Lactobaciffus sp > 107 que el grupo anterior y una acidez salival entre
figera y moderada. La diferencia con el grupo anterior esiriba, en que estos niftos

ya han experimentado el proceso carioso.

&
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El alto riesgo serd aguel que presente caries en et 55% de los dientes
temporales, ademas de 3 0 mas dientes permanentes con caries y el 50% de
estos dientes afectados presentarén lesiones cariosas activas, conteos
microbianos de S. mutans mayores o iguales a 10° UFC, Lactobacillus sp entre

10* y 10° y una actividad cariogénica entre moderada y marcada.

Asociacion de las tipologias seleccionadas de riesgo y morbilfidad.

Se aplico un andlisis de contingencia entre estas nuevas tipologias de
riesge gue se asociaron con las tipologias seleccionadas de morbifidad
habiéndose obtenido una significacion estadistica de P=0.000000 y un coeficiente
de determinacion del 36 4%, la correspondencia del modelo se observa en el
cuadro 26 y la grafica 44.

El 94% de los nifos identificados de bajo riesgo, a través de las tipologias
seleccionadas de nesgo tendran una baja morbilidad. La fipologia seleccionada de
mediano riesgo tendra una mayor probabilidad de desarrollar una morbilidad
media (.20), pero también existe la probabiidad del .14 de que desarrolle una alta
morbilidad y su menor probabilidad (.6) sera de que desarrolle baja morbilidad. La
tipologia seleccionada de alto riesgo tendra una probabilidad del 86 de desarrollar
una alta morbilidad, e .16 probablemente desarrolle una morbilidad media vy

ninguna probabilidad de no desarrollar nuevos episodios de la enfermedad.

En los cuadros 27, 28 y 29 se describen los intervalos de confianza de [os

datos para las tipologias seleccionadas de merbilidad.



Grafica 38

CARACTERIZACION DE LAS TIPOLOGIAS SELECCIONADAS DE RIESGO CON LAS VARIABLES INICIALES DE L.OS INDICES DE CARIES
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Grafica 39

EXPERIENCIA FINAL DE CARIES POR DIENTE/SUPERFICIE Y RAZON DE DIENTES/SUPERFICIES CON INCIDENCIA SEGUN TIPOLOGIA CON
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Cuadro/Grafica 40

COMPORTAMIENTO DE LOS PROMEDIOS FINALES DEL INDICE DE CARIES POR TIPOLOGIA SELELCCIONADA DE RIESGO
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Gréfica 41

PROMEDIOS FINALES DE LOS COMPONENTES DE LOS INDICES DE CARIES POR DIENTE Y SUPERFICIE EN LAS TIPOLOGIAS SELECCIONADAS
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Cuadro/Grafica 42

CARACTERIZACION DE CADA UNOQ DE LOS BINOMIOS MEDIO/INQCULO VS LAS TIPOLOGIAS SELECCIONADAS DE RIESGO
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Cuadro/Grafica 43

ASOCIACION DE CADA UNO DE LOS BINOMIOS MEDIOANOCULO EN CADA UNA DE LAS TIPOLOGIAS SELECCIONADAS DE MORBILIDAD
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Cuadro 26. Asociacion entre las tipologias seleccionadas de morbilidad y las tipologias seleccionadas de riesgo

Tipologias Seleccionadas de Riesgo

Tipologias Seleccionadas Bajo Medio Alto Total

) de Morbilidad No % Noe % No % L No.
Baja {Frecuencias Obs ) 15 94 19 63 - - 34
Frecuanclas Esparadas 9.1 17.0 7.9

Valor Chi’ en la celda 3.8 0.2 7.9

Media 1 6 6 20 2 14 9
Frecuencias Esperadas 2.4 4.5 21

Vajor Chi* en la celda 0.8 0.5 0.1

Alta - - 4 17 12 86 17
frecuencias Esperadas 4.5 8.5 4.0

Valor Chi’ en la celda 4.5 1.4 16.2

Total [ 16 100 30 100 14 100 60

negrillas = Frecuencia esperada
negrilla + cursiva = valor de Chi para la celda

P<0 0000
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Cuadro 27. Caracterizacion de la tipologia seleccionada de riesgo cariogénico

Riesgo L_ Exposicidon previa al proceso cariogénico
Seleccinado Dientes Afectados | Superficies Afectadas | Dientes Cariados
Bajo Riesgo 0 0 0
Medtano Riesgo 1-3 3-6 1-3
Alto Riesgo 6-8 10~18 6-8
R* 0.74 060 074
Valor de P 0.0000 0.0000 0 0000

*Calculado a partir de intervalos de confianza o bilaterales al 25% de confianza
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Cuadro 28. Caracterizacion de la tipologia seleccionada de riesgo bacteriano

Riesgo Respuesta a medios bacteriolégicos
Seleccionado TSY20B/PDB * Rogosa SL/Saliva | Snyder
Bajo Riesgo N.C.-2,000 UFC (103) N.C - 20 UFC (153; 1-2
Mediano Riesgo 100 - 500 UFC (103} 73-188 UFC (103) 2-3
Aito Riesgo 2,000 - 6,000 (103) 8.67 -68 5 UFC (107) 3-4
R” 0 40 0.12 0.55
Valor de P 0.0000 0.0286 0 00co

“Calculado a partir de intervalos de confianza « bilaterales al 95% de confianza
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Cuadro 29. Caracterizacion de la tipologia seleccionada de morbilidad

Riesgo Exposicion final al proceso carnogénico*
Seleccionado Dientes Afectados l Superficies Afectadas | Dientes Cariados
Bajo Riesgo 1-3 1-5 1-2
Mediano Riesgo 2-4 3-7 1-4
Alto Riesgo 5-8 11 -17 4-5
‘R? 0.37 0.46 0.12
Valor de P 0 0000 0.0000 0.0292

*Caiculado a partir de intervalos de confianza o bilaterales al 95% de confianza
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ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE LAS TIPOLOGIAS SELECCIONADAS DE RIESGO Y LAS TIPOLOGIAS SELECCIONADAS DE

Gréfica 44
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10 DISCUSION -« . v .

En el mundo moderno la gliobalizacion de las economias ha impactado tanto
las vias, como las formas en las comunicaciones, haciendo que la cdontologia como
cualquier profesidn no se pueda abstraer del avance de la ciencia que esta
determinando las tendencias tanto del gjercicio de la practica odontoldgica, como de
su conceptualizacion.

El ejercicio de la odontologia en nuestro pais se encuentra con un retraso
aproximadamente de 20 afos, la practica clinica se sigue rigiendo por el antiguo
paradigma de la rehabilitacion, situacidn que en los paises desarrollados se
considera obsoleta. El avance de la ciencia y la techologia pareceria gue no ha
causado ningtn impacto en el modelo de atencién predominante, asi como tampoco
en el proceso de ensefianza aprendizaje. Hasta la actualidad los planes de estudio
no han incorporado nuevas tendencias diagnosticas o tratamientos que por la
tecnologia que utilizan implica altos costos para su implementacion. En este sentido
tampoco se incorporan en los marcos teérico-conceptuales de los disefios
curriculares. Las escuelas y facultades de Odontologia siguen educando a sus
alumnos bajo viejos esquemas que no permiten generar nuevas expectativas para el
ejercicio profesional.

En la actualidad se considera gue la experiencia de caries a escala individual
depende de la interaccion de .los ahora considerados factores cariogénicos
(microbiolégicos y alimentarios) con aquel grupoc de factores que afectan la
resistencia del esmalte a la disolucion acida. En este sentido, se ha demostrado que
si los factores cariogénicos disminuyen en relacion con la resistencia del huésped la
incidencia de caries puede ser menor. *

De acuerdo con los resultados de este estudio, la asociacion entre la

incidencia de caries y las variables microbiologicas analizadas puede ir desde ligera
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en algunos casos, hasta moderada en su coeficiente de correlacidén con otras a

escala individual.

Desarrolio del proceso carioso.

En el presente estudio se establecié un indice CPO-D iniciai para el grupo de
1.3+/-2.1, una tasa de incidencia del 60% y después de 18 meses el CPO-D se
incrementd a 2.5+/-2.8 con una incidencia en promedio de 1.4+/-1.8 dientes
afectados. La incidencia de caries fue mayor que la reportada en estudios previos,
94190 |5 cual posiblemente este influido por la estrategia de muestreo utilizada en la
seleccion del universo de trabajo, estos nifios desarrollaron entre una y 7 lesiones,
aumento en numere de dientes ligeramente mayor al reportado para el pais.®* En
los paises desarrollados se reporta que el porcentaje de incidencia de caries, oscila
entre ei 25 y el 32%, porcentajes menores que el establecido en el presente
estudio, '%""%

Al comparar el desarrollo de nuevos episodios de caries entre las cohortes
que se generaron inicialmente como factores de riesgo, se establecid una tasa de
incidencia del 0.58 para los nifios que ya habian tenido caries (cohortes CL y CA) y
del 0.60 para el grupo de nifos diagnosticado§ inicialmente como sanos (no
expuestos), calculandose un riesgo relativo del 0.96 y un riesgo atribuible del 0.03.

Estimando que no existieron ‘diferencias estadisticamente significativas en la
- distribucion de la tasa‘de incidencia de caries entre los grupos, P<0.853.

El incrementoc neto de caries por sujeto fue de 2.5 superficies
cariadasf/obturadas por ihdividuo, siendo este mayor que el reportado para otras
poblaciones que indican un incremento para paises desarrollados de 1.5 supe‘rficies
por Nifig, 101:102,103 _

Sin embargo, la razén de superficies afectadas por diente fue diferente
dependiendo de la cohorie 1.28 superficies por diente en promedio para la cohorte
LC, de 1.57 para la cohorte de CL y de 3.3 para la cohorte de CA. Caiculandose que
el 11% de las variaciones en las superficies afectadas pueden estar relacionadas

con |la exposicion previa de la enfermedad.
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Las evidencias cientificas establecen que las lesiones de carieé se presentan
con mayor frecuencia en las superficies oclusales de molares,'” en este sentido el
70% de las nuevas lesiones registradas durante la investigacion se desarrollaron en
estas superficies, siendo éste porcentaje similar al reportado por otros
investigadores. ™!

En cuanto al analisis de los componentes del indice de caries (dientes
cariados, perdidos y obturados) al inicio del estudio se observd que predominaban
los dientes cariados (c+C = 2.95 de un proﬁedio ceo+CPO-D de 3.1), lo que refleja

la baja cobertura de servicio que tiene la comunidad estudiada. '®

Sin embargo, al
finalizar la investigacion el indice de dientes cariados disminuyé a 2.0 dientes
CPO+ceo en promedio, por un lado debido a la exfoliacion de dientes temporales
(componente ¢ del indice) y por el ofro lado se registré un promedio de dientes
obturados de 1.6, indicador que refleja la 'dfsposicién de asistir a algun tipo de

r

servicio odontolégico para delimitar el dafo una vez identificado.

Cultivos bacteriolégicos.

Las variables que se asocian con el inicio de la lesidon cariosa, son las
microbioldgicas, debido a lo cual la evaluacién de la flora microbiana salival es el
area donde se han producido en las ultimas décadas el mayor numero de
investigaciones. Debido a lo cual, se ha discutido ampliamente sobre la existencia
de variaciones intra individuales en el conteo de UFC, que dependen dei tipo de
muestreo empleado (saliva o placa dentobacteriana), del momento de toma de la
muestra (matutino, vespertino), del tipo de masticacién del donador (unitateral o
bilateral). Sin embargo las evidencias cientificas indican que el utilizar varias
muestras de saliva recolectadas en diferentes momentos ya §ea en varias ocasiones
al dia, varios dias de la semana o varios meses, no se incrementa el valor
explicativo de este muestrea cuando se asocia con el proceso carioso. """

El crecimiento bacteriano de estreptococos eh saliva se ha reportado en

93,107,108

diversas magnitudes algunas evidencias indican que en individuos con caries

activas se registra que entre el 82 y el 100% de los nifios estan infectados por este
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grupo de bacterias y que en placas inoculadas con PDB se registra solo el 57% de
crecimiento bacteriano en medios selectivos. La informacion obtenida en este
estudio sugiere que el 100% de las placas de saliva de los nifios fueron positivas al
cultivo y el 78% en las placas inoculadas con muestras de PDB.. Analizando esta
informacioén con base a las cohortes de estudio se establecié que ta cohorte de
nifios libres de caries el 55% fue positiva al cultivo contra un 62.5% reportado por

82621747583 ¥ los nifios carioactivos el 90% fue positivo en

otros investigadores.
contraposicién con el 100% reportado en estudios similares. *

Se observd que el crecimiento de UFC de S. mutans en los binomios
medio/inocule utilizados no fue igual, estas bacterias se desarrollaron en el 100% de
las placas del medio TSY20B inoculadas con saliva. En el 93% de las placas del
medio MSB (n=58) con inoculo de saliva se registré crecimiento bacteriano. Las
placas inoculadas con PDB tuvieron fa siguiente distrib_ucién no se desarrollo ningln
crecimiento bacteriano en el 22% (n=13) de los platos en ambos medios de cultivo,
en el 12% (n=7) de los platos se tuvo exactamente el mismo nimero de UFC en
ambos binomios, en el otro 31% (n=19) de ios platos se tuvo un mayor crecimiento
en MSB y en el 35% (n=21) de los platos restantes se presentd un mayor
crecimiento en el medio TSY20B.

Habiendo establecido que los inoculos de PDB son mas homogéneos en el
numero de UFC se analizé el crecimiento bacteriano de las placas en las cohortes
de riesgo estudiadas y el desarrollo de nuevas lesiones. Observandose en la
cohorte LC que el 45% de las placas de los nifios (n=9) fueron negativas al cultivo
en los dos medios, de los cuaies 6 desarrollaron caries, el 10% (n=2) presentd
conteos iguales de bacterias (los 2 desarrofiaron nuevas lesiones) y el 35% (n=7) de
la cohorte presentd los conteos mas altos en MSB (4 tuvieron incidencia de caries),
y s6lo en 2 nifios (10%) predomin¢ una mayor cantidad de UFC en TSY20B 1 no
desarrollo caries.

En la cohorte CL el 15% de las placas de los nifios (n=3) fue negativo al
cultivo en los dos medios (1 desarrollé caries), otro 15% presenté cuentas iguales de

bacterias (1 desarrolid nuevas lesiones), et 30% (n=6) de la cohorte presentd
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conteos mas altos en MSB, de los cuales 5 tuvieron incidencia de caries y en el otro
40% (n=8) predominé una mayor cantidad de UFC en TSY20B (3 desarrollaron
nuevas lesiones de caries).

En estas dos cohortes la informacion sugiere que de 14 nifos a los que se les
registré altas cuentas bacterianas, 8 desarrollaron diversos episodios de caries
apoyando las propuestas que asocian un mayor nimero de UFC con una mayor
tendencia a enfermar.

En la cohorte de nifos CA sélo el 5% de estos (n=1) fue negativo ai cultivo en
los dos medios y no desarrolio caries. Ei 10% (n=2) presenitd conteos iguales de
bacterias (1 desarrollo nuevas lesiones), el 30% (n=6) de la cohorte presenté los
conteos mas altos en MSB (4 tuvieron incidencia de caries) y en 11 nifios (55%)
predomino una mayor cantidad de UFC en TSYZQB de estos, 8 desarrollaron caries.

El 54% de los nifos cuyas placas fueron neg'ativas al cultivo (n=7 de 13)
desarrolié caries, Como ha sido demostrado la caries puede ocurrir en ausencia de
nivel.es detectables de S. mufans, sugiriendo que ofros microorganismos estan
involucrados en el proceso carioso®™® Asumo que estos haf!az;gos pueden estar
influidos por variables no incluidas en este estudio como fueron pH salival,
Enmunoglbbulinas presentes, estructura del esmalte y tipo de alimentacién entre
otras. Sin embargo, las evidencias cientificas indican'® que algunas superficies que
inicialmente son negativas al cultivo pueden infectarse rapidamente de otras areas ¢
fisuras y fosetas contaminadas, aunque estas presenten bajos conteos
microbianas, %>'25126.127

La informacion sobre el crecimiento de UFC en los binomios medio/inoculo de
PDB, sugiere que cuando se tiene poca caries (entre 1 y 3 dientes afectados) o sé
esta sano, los medios tienen una probabilidad baja del 0.3 (n=12 de 40) de
identificar correctamente el riesgo de los niftos, sin embargo, conteos microbianos
elevados con un alto indice de caries indican que el binomic medio/inoculo es

altamente eficaz para discernir si un nific presentara nuevos episodios de caries.
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Coeficientes de correlacion.

El factor de correlacion establecido entre las UFC y la experiencia de caries
utilizando como unidad de medida el diente, en ios medios inoculados con saliva fue
de r=0.3442 en e! medio MSB y r=0.2107 en TSY20B, informacién similar a lo
establecido en otros reportes, ya que la relacidn directa entre las lesiones por caries
y la UFC de S. mutans en saliva se ha reportado generalmente como una-asociacion
que oscila entre débil y moderada.”"’

Esta correlacion refleja parciaimente la naturaleza multifactorial de la caries.
Otra explicacién de estas relaciones débiles y moderadas podria deberse a que el
muestreo salival no ofrece suficiente informacion sobre el nimero real de bacterias
en las superficies de mayor riesgo a enfermar que son las fisuras y fosetas
oclusales. '

En numerosos estudios?®28 13312412

se reporta un coeficiente de correlacién
ligero y significativo, sugiriendo que el factor de correlacion aumenta cuando se
asocia la cantidad de UFC sdlo con el componente de dientes cariados del indice de
caries, informacion similar a la obtenida en el presente estudio para el medio de
soya ftripticaseina, donde los valores del factor de corretacion fueron: TSY20B/Sa vy
dientes cariados: r=0.2113; TSY20B/PDB y dientes cariados: r=0.5341. En cambio
para el medio mitis salivarius se observo que el nivel de asociacion disminuia:
MSB/Sa y dientes cariados: r=0.3302, MSB/PDB y dientes cariados: r=0.2738.

Los hallazgos, en este sentido de nuestro trabajo indican que los coeficientes
de correlacidn varian dependiendo de la transformacion matematica que se haga de
la informacion primaria debido a que su distribucion no se encuentra dentro de los
parametros de normalidad, aumenta si la transformacion es ftogaritmica y disminuye
si se elige la mejor transformacién de los datos, por 1o cual se sugiere la utilizacidon
de programas estadisticos que puedan generar la mejor transformacion de los datos
primarios con el fin de no subestimar los coeficientes de correlacion que se reportan,

ya que estos varian dependiendo del tipo de inoculo utilizado.
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Ahora bien, cuando para analizar la informacion se u{iliza el andlisis de
regresion, calculando el coeficiente de determinacion algunos autores han
establecido gue al menos 4% de las variaciones de ia caries pueden ser explicadas
por las variaciones de S. mutans en saliva, aungue se ha reportado que oscila entre
2 y 6%."*"" jos resultados del coeficiente de determinacién calculados con los
datos de este estudio sugieren pbrcentajes similares aunque en un rango de mayor

amplitud que oscila entre el 4% y el 12%.

Mejor medio y tipo de inoculo.

%27 indica que las aproximaciones experimentales

La revisidn de la literatura
que mas controversia ha generado para la identificacion microbiana de riesge a
caries es por un lado el medio de cultivo gue se emplea y por el otro el tipo de
muestra o inoculo que se utiiice.

Los resultados cobtenidos demuestran qué el medio TSY20B permitid un’
mayor crecimiento bacteriano cuando fue inoculado con saliva, el coeficiente de
determinacion indica que el 20% de las variaciones en el numero de UFC se debi6
al tipo de medio utilizado, mientras que los medios inoculados con PDB indican que
el crecimiento bacteriano tiene un coeficiente de determinacion del 25%, estas cifras
sugieren que entre el 20 y 25% de las variaciones en el numero de UFC que se
desarrollan se deben al tipo de medio utilizado. Aunque se demostrd como queda
explicado en los resultados que estas variaciones no son estadisticamente
significativas y que existe interaccidon entre los medios.

Paralelamente al aplicar un analisis de correlacion multiple entre el numero
de UFC que crecieron en ios binomios estudiados se establecid que éstos
presentaban una asociacion estadisticamente significativa, tal como ha sido
reportado por otros investigadores. 7118118120

Con relacién al tipo de inoculo utilizado en los medios de cultivo, algunos
investigadores indican gue no se ha establecido diferencias significativas en el
crecimiento bacteriano sobre diferentes medios. Nuestros hallazgos sugieren al

analizar estadisticamente la informacidon recolectada que la cantidad de UFC entre
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los dos medios inoculados con saliva tiene variaciones estadisticamente

7 sin embargo, cuando se

significativas; datos que difieren de otros reportes,”
inoculan los medios con PDB, se establecid que el numero de UFC es igual en los
dos medios de cultivo empleados.

Estudios similares han establecido que la cantidad de S. mutans en muestras

de placa, es siempre mas alta que en saliva, algunas autores®™""'%"¢

indican que
las fisuras y fosetas de las superficies oclusales son un reservorio natufal de estas
bacterias. En este sentido, el coeficiente de determinacion entre los medios de
cultivo, inocutados con saliva y PDB sugiere que el 23% de los S. mutans
recuperados en las placas de saliva son bacterias que se desprenden de las fisuras
y fosetas oclusales.

En esta investigacion el medio de cultivo gue obtuvo el mayor coeficiente de
determinacién para explicar las variaciones del indice de caries fue el TSY20B
inocutado con PDB ya que explicd el 30% de las variaciones de las lesiones de
caries. Mientras que cuando se utiliza saliva estimulada se observd que el MSB
presenta una mayor dependencia, sin embargo, su coeficiente de determinacion es
menor del 12%. Esta informacidon sugiere que existe mayor especificidad en los

inoculcs de placa que en los de saliva, resultados que difieren de algunas

111,115 7588,116

evidencias cientificas, pero simiiares a otras.
Estos datos nos hacen pensar que el ndmero de UFC presentes en los
inocuios de PDB de fisuras y fosetas tienen {a posibilidad de ser utilizados como uno
de los indicadores de mayor peso en el prondstico del desarrolio de caries dental.®
Siendo uno de los propositos de esta investigacion el de determinar cual
medio y que tipo de inoculo era el mejor indicador y de mayor poder predictivo de
riesgo. La informacion aqui expuesta sugiere que el muestreo de PDB de fisuras y
fosetas en TSY20B es el mas eficaz para cumplir este objetivo, informacién que esta

71,61,114,117,121,128-130

de acuerdo con algunas evidencias cientificas, y en contrapasicion

con resultados publicados por otros investigadores. ''" 51
El objetivo de aplicar un analisis de regresion mdltiple a la informacion

obtenida fue evaluar la relacion entre los binomios medio/inoculo utilizados vy la
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experiencia de caries para realizar predicciones mas precisas. Habiéndose
establecido una relacién de causalidad con el crecimiento bacterianc en el medio
TSY20B vy los procesos de caries medidos en diferentes ocasiones. Este medio
inocutado con PDB presenta una alta asociacion tanto con la prevalencia de caries
{P<0.000), asi como con la experiencia final de la enfermedad P<0.0004) y el Gnico
que obtuvo una significancia aunque marginal con el nimero de dientes con
incidencia (P<0.091).

Con la informacion hasta aqui presentada podemos conciuir que los datos
obtenidos en esta investigacién sugieren que efectivamente no hay variaciones en el .
numero de UFC entre los medios de cultivo y que las diferencias observadas no son
significativas, afirmacion que esta de acuerdo con las evidencias presentadas por
algunos investigadores. Estas variaciones en el numero de UFC en las muestras
clinicas dependen mas bien, del tipo de incculo que sea utilizado. '™

Asi mismo, se observd el patrén de aumento de UFC del grupo mutans
conforme aumenta la edad, tendencia que ha sido reportada con anterioridad. 118122
Ahora bien, cuando la informacion se analizd a través de analisis multivariados para
determinar el efecto de la edad en el numero de UFC en los diferentes medios e
inoculos, se establecid que no existen diferencias significativas entre los promedios
de UFC por edad, estableciéndose que la edad no fue un factor que haya influido

en el crecimiento bacteriano.

Asociacion entre el medio TSY20B y el desarrollo de lesiones cariosas
en las cohortes.

El grupo de caries leve obtuvo el menor promedio de UFC tanto en saliva
como en PDB y la menor incidencia de caries, (nuevas lesiones por superficie 1.5 vs
2.2 y 3.6). Informacion similar a la reportada en otros estudios (a menor nimero de
bacterias, menor incidencia de caries). 5%'""115.118122

En la cohorte de caries alta las cuentas de S. mutfans recuperadas en la
poblacion, aumentaban dependiendo de la experiencia de caries de los nifios a los

que se les realizo el muestreo bacteriologico, los nifios con el mayor nimero de
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lesiones presentaron los conteos microbianos mas altos. En este grupo el 90% de

los niflos tuvieron conteos mayores o iguales a 105, porcentaje que difiere del
establecido en otros estudios que es del 50%.%'%

Esta correlacion no fue tan clara en el grupo de nifios libres de caries. El 50%

de los nifios fueron detectados con conteos mayores de 105, seis (30%) de los
cuales presentaron caries denfal y desarrollaron entre 1 y 6 dientes afectados. De
tos nifics negativos al cultivo (8) el 78% desarroild caries dental pero el nimero de
dientes afectados fue diferente entre 2 y 4 dientes. Esta via de desarrollo de ia
lesion cariosa debid verse influida por |la presencia de bacterias cariogénicas en los
reservorios naturales de estos microorganismos, como lo son defectos estructurales,

caras proximales y el dorso de la lengua, %1%

Identificacidon bioquimica de los Streptococcus y el proceso carioso,

En el 95% de los nifos sanos se aisld el grupo mutans en fisuras y fosetas
porcentaje mayor al reportado para individuos sin caries y en el otro 5%, se aislaron
bacterias del tipo estreptococos no cariogénicos. '™ El 73% de los nifios caricactivos
(29 de 40) presentd evidencias de estar colonizado por este microorganismo en PDB
de fisuras y fosetas, siendo éste porcentaje mayor al reportado en individuos con
caries por otros investigadores. El restante 23% correspondié a estreptococos no
cariogénicos del grupo S. orafis. '¥

Al analizar esta informacion por cohorte identificando a los microorganismos
del grupo mutans, se establecié que en la cohorte de nifios sanos, el 50% (n=10) de
estos registro como microorganismo predominante S. mutans, de los cuales el 60%
(n=6) desarrollo caries, al 37% se les identificé como bacteria predominante S.
sobrinus de los cuales el 72% (n=5) desarrollié nuevas lesiones. Indicador que apoya
las evidencias que las bacterias S. sobrinus son mas cariogénicas que S. mutans.

En la cohorte de nifos con caries leve el 35% (n=7) se les identifico S
sobrinus como bacteria predominante, el 30% (n=8) presento S. mutans; de estos 13
nifios a los que se les identifico estos dos microorganismos considerados como los

mas cariogénicos, el 53% desarrolla nuevas lesiones por caries. A los demas nifos
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(35%) de la cohorte se les determinaron estreptococos no cariogénicos del tipo S.
mitis, S. sanguis y S. salivarius, de los cuales el 29% (n=2) desarrollé nuevas
lesiones.

En el 50% de niftos de la cohorte con caries alta, se les identificd como
microorganismo predominante S. sobrinus y de estos el 70% enfermd (n=7). El 20%
(n=4) presentd estreptococos no cariogénicos y de éstos el 75% {n=3) desarrollaron
caries entre 1 y 3 lesiones.

En la presente investigacion se establecid que el 20% de los
microorganismos aislados corresponden al grupo de estreptococos no cariogénicos,
S. salivarius, S. mitis y S. sanguis.

l.os nifios que presentaron otro tipo de estreptococo predominante por un
lado debieron de haber tenido fisuras y fosetas poco profundas y por lo tanto la PDB
de las fisuras y fosetas debié de estar en un estado de formacién iniciai, existen
evidencias que estas bacterias colonizan las superficies de manera inicial, o estan
presentes en superficies que han sido limpiadas recientemente, '0711419%1%
Paralelamente se ha descrito que a mayor colonizacidn por S. mutans va
desapareciendo el nivel de infeccidn por S. sanguis. *°

Por otro lado se encuentra descrita en la literatura una nueva linea de
investigacion que sugiere, que varios organismos pueden causar caries en
diferentes superficies de los dientes, la idea central que subyace a esta nueva
hipotesis es que diferentes superficies de los dientes pueden resultar afectadas a
través de diversos modos de accion de los microorganismos. '

Hallazgos similares al nuestro, donde se registran en medios selectivos
estreptococos no cariogénicos, han sugerido que cuando se estudia a las bacterias
cariogénicas, debera de tenerse siempre en consideracion algunos estreptococos
considerados como no cariogénicos especificamente al S. sanguis y el S. mitis ya
que no se ha logrado por un lado descartar el papel que esta bacterias juegan en el
proceso carioso y por otro lado su capacidad de co-agregacion bacteriana. Se ha

138

demostrado™ que este grupo tiene la habilidad de ocasionar un pH final muy bajo

en muestras de PDB en los individuos sobre todo de alto riesgo, situacion gue
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influye obviamente en la potencializacién del proceso de desmineralizacion del
esmalte. '

Los nifios que continuaron sin desarrollar caries asumimos que tuvieron una
menor exposicion a los factores cariogénicos comparados con la resistencia natural
a este proceso morboso.

| Algunas evidencias cientificas al respecto enfre individuos sanos vy
carioactivos atribuyen las diferencias en el proceso carioso a la morfologia dental,
contenido de flior en esmalte, niveles salivales de anticuerpos u otros parametros
que lamentablemente no fueron incluidos en el presente estudio, *°71%

En la presente investigacion la informacién establecid que existen diferencias
en los conteos bacterianos, asi como variaciones en la experiencia de caries,
diferencias en la frecuencia y/o distribucién de los microorganismos cariogénicos y
una distribucién diferente de la esperada con respecto a la colonizacion de los
estreptococos cariogenicos, asi como prevalencias diferentes de colonizacion de
fisuras y fosetas entre nifios sanos y enfermos.

La informacidn de ésta investigacion sugiere que tanto nifios sanos como con
caries leve ¢ alta pueden presentar dependiendo del muestreo y del inoculo pocas
UFC o aitos conteos de bacterias presentes en |a boca, pero es importante resaltar
que se encontraron bacterias cariogénicas en todos los grupos y en todos los nifios,
lo que indica el riesgo que todos los individuos tienen a enfermar,*® y que solamente
es necesario que alguno de los factores que determinan la enfermedad se aitere
para que el equilibrio establecido entre los procesos de remineralizacion y de
desmineralizacion se vean afectados.

Ninguna de las otras variables estudiadas presentd asociaciones de mayor
peso que las descritas hasta el momento, con el proceso carioso.

Como conclusion de esta primera parte del andlisis de la informacion se
puede decir que los resultados obtenidos en la presente investigacion demuestran
que el nimero de UFC en TSY20B es mayor y mas consistente que los conteos de

S. mutans en MSB agar, en cuanto al tipo de muestreo utilizado se observd que él
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inoculo de PDB en este medio fue el Unico que presentd relaciones estadisticamente

significativas tanto con la prevalencia como con la incidencia de caries.

Modelos de identificacion de riesgo a caries.

Ahora bien los elementos hasta aqui descritos, nos inducen a reconsiderar
que abordar un fendmeno muitifactorial a través de asociaciones univariadas na
permite por un lado establecer factores de correlacién altos y por el otro lado,
tampoco relaciones de causalidad, puesto que solo una pequefia parte de la
enfermedad va a estar explicada por ese tipo de modelos, es por lo cual se tienen
que establecer modelos de mayor complejidad (multivariados) con el fin de
establecer asociaciones multiples acorde a la complejidad dei proceso. .

En este contexto hay que considerar que {a caries dentai es una enfermedad
que inicia su desarrollo con mucho tiempo de anticipacion a la produccion de sus
manifestaciones clinicas visibles. Los modelos gue se han generado como
predictores de riesgo, son conocidos en el medio odontoidgico como pruebas de
actividad de caries. Su principal objetivo se centra en tratar de diagnosticar la
enfermedad y brindar el tratamiento necesario antes que las lesiones cariosas sean
irreversibles.

Estos modelos diagndsticos se han generado a partir de: las asociaciones
relevantes que se han establecido entre el numero de bacterias presentes en saliva
estimulada o PDB, la prevalencia de la enfermedad o la actividad cariogénica.

El conteo de UFC de S. mutans y Lactobacillus sp. ha sido recomendado
como predictores de caries, debido a que permiten la identificacion de individuos con
alto riesgo de desarrollar caries, sin embargo sus resultados no son siempre
previsibles, 1"

Algunos estudios han construido medeios predictivos utilizando estas dos
variables bacterianas combinadas en asociacidn con otras variables gue se han
descrita en la literatura como predictoras de riesgo: la higiene oral, el volumen de
secrecion salival estimulada y el pH salival.'™ Los resultados obtenidos por algunos

grupos de investigadores, %' determinaron que el mayor nivel de deteccion de
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riesgo se centra en la combinacion del conteo de S. mutans y su asociacion con {a
incidencia de caries; en el conteo de S. mutans, en la higiene oral y su asociacion
con la incidencia; y en la combinacidon de los conteos de lactobacilos y S. mutans,
con la expresién final de la enfermedad; estableciendo para el modelo una
sensibilidad del 0.42 y una especificidad del 0.83.

En estudios similares,”' también se ha fratado de demostrar que si la caries
es un proceso muitifactorial deben de existir variables confusoras que alteran los
resultados de estas pruebas predictivas. Partiendo de la hipotesis que el S. mutans
es el generador de la lesién de caries los factores de confusion podrian ser la
higiene coral y el nimero de bacterias alternativas del tipo lactobacilos, asi como a la
inversa (conteo de UFC de lactobacilos e higiene oral y el numero de UFC
alternativas de S. mutans). Habiendo logrado establecer que aumenta la capacidad
diagnostica de los conteos microbianos del 0.23 al 0.63 cuando la variable
independiente es el 8. mutans, y 37% cuando la variable independiente es los
lactobacilos, resultados obtenidos al analizar la informacién a través de analisis
discriminante.

Otro grupo de investigadores, '’

ha utilizado tos indices ceo y CPOS, conteo
de UFC de las bacterias antes mencionadas, el volumen de flujo salival estimulado,
en reposo, el pH salival, la dieta a través de un indice de consumo de azucares,
utilizacion de tabletas de fluor y la frecuencia de uso de antibidticos, utilizando para
su analisis modelos de regresidon (Stepwisse), estableciendo los coeficientes de
determinacion de cada variable en su asociacion con la incidencia y sumando los
valores de cada Uno en cada paso de la investigacion. Estableciendo finalmente que
su modelo ha llegadc a obtener una sensibilidad del 0.82 y una especificidad dei
0.78.

También se han elaborado modelos que incluyen, variables clinicas (ceo y
CPQO D y S) variables microbiolégicas, indices de acumulacion de PDB, variables
socioeconomicas y habitos dietéticos. Esta informacion fue analizada en su

momento a traves de modelos de regresion por pasos utilizando analisis
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multivariados lineales con funcion discriminante. Modelo que ha obtenido una
sensibilidad del 0.77 y una especificidad del 0.86. '*
Uno de los grupos mas fuerte en investigacién sobre modelos predictivos en

los Estados Unidos de Norteamérica desde 1987, '**'%

incluyc en uno de sus
modelos, variables como. edad, raza, sexo, nivel socioecondomico, superficies
afectadas, CPO-S, indice de placa de Greinger, estado dental, nivel de fluarizacién,
primeros molares temporaies afectados y superficies molares afectadas. Después de
4 aflos de seguimiento establecieron a través de funciones discriminantes y de
regresiones logisticas lineales que ese modelo propuesto tenia una sensibilidad del
0.51 y una especificidad del 0.84,

L.os investigadores suecos han incursionado en modelos predictivos a través
de 2 vertientes: la primera, '“° utiliza factores de correlacion entre la actividad de
caries, enfermedad periodontal, volumen promediq de secrecion salival, conteo de
lactobacilos y presencia de levaduras. Su modelo predictivo tiene una sensibilidad
entre el 0.67 y 0.85 y una especificidad entre el 0.75 y 0.81 ya que trabaja con las
variables en forma independiente.

La ofra vertiente que ha desarrollado la mayoria de las pruebas
diagnosticas™ """ de venta en el mercado internacional, incluye ademas pH salival,
frecuencia de caries, lesiones incipientes y defectos macroscopicos estructurales.
Estableciendo que su modeio correlaciona significativamente a dos afos con la
incidencia, la presencia de S. mutans, las lesiones incipientes de caries, los defectos
estructurales y |a experiencia anterior de la enfermedad.

En inglaterra el modelo que se ha sugerido tiene mayor valor predictivo es el
que registra el indice CPO-§, la capacidad buffer salival, el conteo de los dos
microorganismos asociados con la caries y dos variables de dieta (frecuencia y
calidad). Las asociaciones significativas que se establecieron fueron: el conteo de S.
mutans y de lactobacilos, la capacidad buffer salival y la ekperiencia previa de la
enfermedad. Su modelo presenté una sensibilidad del 0.63 y una especificidad del

0.78 después de 3 afos de seguimiento.
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En Finlandia'® se han generado modelos que registran, nivel de infeccién de
S. mutans, flujo salival: estimulado y en reposo, asi como una encuesta dietética, no
habiendo logrado establecer una correlacion lineal entre la ingesta de azucares y el
S. mutans, aportando que el volumen de secrecidn salival decrece conforme
aumenta el nivel de infeccion, utilizando para el analisis de la informacién, sélo
factores de correlacion entre las pruebas realizadas.

Actualmente se considera como riesgo cariogénico a aquellos individuos que
en un tiempo determinado presentan o estan en riesgo de desarrollar lesiones
cariosas y se ha establecido que séloc deben de existir dos tipos de riesgo alto y
bajo. Un individuo en riesgo es aquella persona que presenta un aito potencial de
desarrollar la enfermedad en condiciones preestablecidas a través de los signos y
sintomas presentes. '

Sin embargo, como se ha expuesto, 108 modelos que se han presentado, son
aplicables a paises desarrollados cuyas condiciones bucales poco tienen de relacion
con las condiciones bucales, socioecondmicas o raciales de los paises
subdesarrollados. Asi como tampoco, estos modelos han analizado o descrito |a
forma de enfermar de sus poblaciones, que es parte esencial en el desarrollo de
rubro de resultados en esta tesis.

El analisis de la informacion usado en el presente trabajo agrupa a los
individuos con las caracteristicas mas parecidas. Donde la idea que subyace al
analisis por conglomerados es la formacion de grupos internamente homogéneos y
a la vez lo mas diferenciados entre si considerando simultaneamente todas ias
variables.

Es asi, que cuando se genero el modelo descrito en resultados, los elementos
de analisis sugieren que la caries dental es diferente en forma proporcional al
riesgo, los nifios de bajo riesgo se mantienen casi igual después de 18 meses, el
mediano riesgo incrementa en promedio un diente permanente y tiene aitos conteos
de bacterias acidogenas del tipo mutans y el grupo de aito riesgo en el mismo
periodo desarrolia 2 dientes mas con caries en la denticidon temporal y su respuesta

a los medios de cultivo es mayor en los medios selectivos a lactobacilos. A mayor
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nuamero de lesiones cariosas sin fratar, aumenta el numero de dientes que se
enferman. Los dientes con lesiones por caries explican el 37% de las variaciones
finales de la enfermedad, su comportamiento es diferente dependiendo del riesgo
inicial que se les asigno a los niftos P=0.0004.

Seria importante resaltar ios patrones que se establecieron con la informacion
recolectada, el riesgo medio se presentd en nifios con altos indices de caries en la
denticion permanente y altos conteos de UFC del grupo mutans, tanto en saliva
como en PDB. Si el mayor dafio se presentaba en fa denticidn temporal y habia
respuestas microbianas aitas a los lactobacilos, ésta denticién fue la que se
encontré mas afectada al terminar el estudio.

Informacién que sugiere que seria probable que estos elementos sean los
gue disminuyen la capacidad predictiva de estas pruebas diagndsticas cuando son
utilizadas en forma independiente y no se toma en consideracién la proporcion de
dientes temporales y permanentes, tanto presentes como afectados por caries en
una poblacién con denticion mixta.

Los resuitados de esta investigacion demuestran que al analizar en conjunto
los marcadores numero de dientes y superficies afectadas por caries, nimero de
lesiones con caries activas, cantidad de UFC en el medio TSY20B inoculado con
PBD, conteo de Lactobacilos y la prueba de velocidad de acidificacion del medio de
Snyder, se logra una certeza diagnostica del 0.94.

Existe un gran nimero de reportes cientificos®®7275140.143-145.150-158

que aceptan,
que en estudios observacionales la medicidn individual o grupal de diferentes
variables etiologicas de caries no explican satisfactoriamente la enfermedad. En
gste sentido, los modelos predictivos generados para estimar el papel de las
diversas variables en esta enfermedad no han sido totalmente satisfactorios, para
predecir el riesgo. La aportacién de nuestro modelo de identificacion de riesgo
radica en la mayor certeza lograda mediante el medio empleado para la
identificacion de S. mutans (TSYZ20B), el muestrec de fisuras y fosetas,
conjuntamente con el conteo de lactobacilos y la velocidad con que estos acidifican

la saliva. Asi como la aplicacién del modelo matematico que establecid un
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coeficiente de determinacion del 37% mayor que el establecido por ofros
investigadores.'®

Estos hallazgos permiten establecer programas y prioridades de atencién que
optimizaran los escasos recursos humanos y materiales con gue actuaimente se
cuenta en el area de odontologia en el sector salud.

Un nifio de bajo riesgo, deberd de integrarse a un programa preventivo en
que se le ensefie una adecuada técnica de cepillado, control de PDB y aplicaciones
anuales de fluor en gel.

El nifio al que se le ubique como mediano riesgo debera de integrarse a un
programa de saneambiento basico, técnica de cepillado, control de PDB, aplicaciones
semestrales de fltior y colutorios nocturnos de fldor.

El programa preventivo para ios nifios de alto riesgo, deberd incluir ademas
de lo descrito para los otros riesgos: monitoreo dietético, selladores de fisuras y
fosetas con liberacion prolongada de fldor en la denticion permanente y monitoreo
semestral de S. mutans y lactobacilos.

Con relacién a las diferentes tipologias seleccionadas de riesgo establecidas
en el presente estudio, se podria sugerir un perfil de riesgo en los nifios, se estima
que la tipoiogia de bajo riesgo sera aplicable a aguel individuo que presente un
conteo de <2 UFC (x105) en PDB de S. mutans, con conteos bajos de lactobacilos 2
UFC (x10%, que se encuentre sano ¢ presente una superficie afectada entre los 8 y
10 afos, y una produccion de acidos ligera en saliva, la enfermedad se presentara
aproximadamente en 1 de cada tres niftos.

El criterio de tipoiogia de mediano riesgo se podra aplicar a aquelios nifos
gue en promedio presenten entre 1 y 3 dientes afectados ¢ entre 3 y 6 superficies
con lesién, predominando el fenémeno en ia denticibn permanente, un conteo
bacterianc de S. mutans bajo en PDB, pero altos proparcionaimente 10s conteos de
lactobacilos 1.8 UFC (x10%) y una acidez salival entre ligera y moderada. Se calcula
que este tipo de nifios desarrollara en promedio entre 2 y 4 nuevos dientes con

caries en |a denticién permanente y hasta 7 superficies afectadas.
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Los nifios con una tipologia de aito riesgo se podran determinar por altos

conteos microbianos de S. mutans en PDB >1 0° en medio selectivo, conteos
similares de lactobacilos 8 UFC (x10°%), que iniciaimente presenten mas de 5 dientes
afectados por caries, en promedio trece lesiones, que estas sean activas y que la
produccion de acidos de sus bacterias sea entre moderada y marcada. Entonces se
caicula que en promedic podra desarroliar entre 5 y 9 dientes afectados y hasta 17
lesiones por caries en un lapso de 18 meses.

Seria importante continuar con esta linea de investigacion para establecer el
momento en gue se inicia la segunda ventana de infeccion, elemento que determina
el tipo de riesgo a enfermar, ya que es en ese momento que se establecen los
patrones microbianos o© coagregaciones bacterianas que determinaran |a

cariogenicidad del individuo.
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11. PROPUESTAS DE INVESTIGACION A FUTURO

A partir de los hallazgos de |a presente investigacion, se piensa continuar dos lineas
de investigacion.

La primera plantea aumentar el tamario de la muestra, aqui representada, con
nifios que pertenezcan al mismo marco muestral, donde se aplicaria la misma
metodologia utilizada en la investigacion aqui descrita para comprobar las
tendencias de caries dental en ambas denticiones, ya que los hallazgos descritos
con relacién a las formas de respuesta a los medios de cultivo dependiendo del tipo
de denticion que se ve afectada, ne han sido descritas en la literatura.

La segunda linea de investigacion que pretende aplicar el modelo de riesgo

establecido, para analizar su validez como método diagnéstico.
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12. APENDICE 1

Los resultados que a continuacidon se presentan se agruparon para su mejor
entendimiento en la siguiente secuencia:

1. Descripcién de la poblacion estudiada por edad y su relacion con:

a) Numero de dientes presentes.

b) Numero de dientes presentes permanentes.

) Proceso de caries dental.

d) Distribucién de las U.F.C. de 8. mutans en medics de cultivo sdlidos. -

1. Descripcién de la poblacion estudiada por edad. Se estudiaron 60
nifos, 50% niflos y 50% nifias. En relacion con la edad at inicio del estudio el
16.7% (10} tenian 8 afios, el 33.3% (20) 9 afos de edad y el 50% (30) 10 anos.
La distribucion por edad y sexo fue homogénea P=1.0, (Cuadro 1, grafica 1)

1a. El promedio de dientes presentes en la poblacion estudiada fue de
24.3+./-1.3, el andlisis de varianza demostré que su comportamiento era
homogeneo entre las edades estudiadas, sin diferencias estadisticamente
significativas; P=0.165 (grafica 2).

1b. La distribucion promedio de dientes permanentes fue de 11.8 +/- 1.8 a
los 8 afios; de 11.6+/- 1.9 dientes a los 9 afos y de 14.8 +/- 1.5 dientes a los 10
anos. Al analizar la informacion a traves de ANOVA se determind gue las medias
eran estadisticamente diferentes, la edad de 10 afios con una media mayor a las
otras dos edades sin diferencia entre estas dos ultimas. P<0.0001 (grafica 3)

1c. Distribucion del proceso de caries por edad; el cuadro 2 describe el
proceso de caries utilizando como unidad de medida el diente en los sujetos
estudiados. Al inicio del estudio a los 8 afios el ceo-d fue de 2.9 y no se detecto

cartes en ia denticion permanente al finalizar el estudio el ceo-d habia disminuido
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y el CPO-D fue de 0.3; con una incidencia de caries de casi 1 diente por nifio
{0.8). En esta edad las diferencias entre los promedios iniciales y finales del
proceso de caries no fueron estadisticamente significativas cuando se analizd la
informacién utilizando la prueba t para muestras pareadas.

A los 9 afios el indice ceo-d fue de 2.4 al iniciar el estudio y de 1.6 al
finalizar el mismo, la diferencia entre estos promedios presentd una significancia
marginal {(P=0.056). El indice CPO-D para esta edad se determind en 1.2 dientes
en promedio al inicic vs 2.4 al final, habiéndose establecido que existian
diferencias estadisticamente significativas entre estos P=0.017. L.a incidencia de
lesiones por caries fue de 1.6 dientes en promedio.

A los 10 afios el indice ceo-d disminuyo al finalizar el estudio, el indice de
caries aumenta proporcionalmente en la denticidn permanente; ia incidencia fue
igual a la del grupo de nifios con 9 afps. En esta edad, al aplicar la prueba t para
muestras pareadas se demostré que existian diferencias estadisticamente
significativas entre los promedios iniciales y finales de |os indices de caries para
denticion temporal y permanente,

La experiencia de caries (ceo+CPQ) inicial y final, asi como la incidencia
de la enfermedad mostré que las diferencias entre fas medias iniciales y finales se
pueden deber al azar P>0.05. (gréficas 4y 4') En las gréficas la linea gruesa que
se observa es la linea de regresion calculada y las lineas delgadas son los
niveles de confianza. Si la informacion recoiectada cae dentro de estas lineas es
que existen diferencias significativas.

Esta informacion sobre el proceso carioso cuando se utiliza como unidad
de medida las superficies afectadas se describe en el cuadro 3. Ei indice de
caries para la denticion temporal disminuye no significativamente en cada grupo
de edad al finalizar el estudio, ésta disminucion fue de 1 diente en promedio. Al
realizar prueba t para muestras pareadas entre las medias iniciales y finales de
cada indice por edad se estabiecid que las diferencias en entre ios promedios de

ceo-s no fueron significativos. P<0.05.
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A los B afos de edad al iniciar el estudio el CPO-S inicial fue de 0, y se
incrementa ligeramente al final del mismo con una incidencia de 0.8 superficies
por nifno en promedio sin diferencias significativas. A los 9 afios el CPO-S se
incrementa de 2.2 a 4.5; con una incidencia de 3.4 superficies en promedio. Los
nifios con 10 afios tenian un CPO-S inicial de 3.2 y de 5.4 final con una incidencia
de 2.5 superficies en promedio (Graficas 5 y 5). Para los 9 v 10 afos las
diferencias son significativas al 0.05%.

Al realizar la prueba t para muestras pareadas entre las medias iniciales v
finales de cada indice por edad se establecid que las diferencias entre los
promedios no fueron significativas. En cuanto al indice de caries por superficie

- para la denticion permanente {CPO-8), éste mostré una tendencia inversa todas
las medias iniciales y finales por grupo de edad fueron estadisticamente
diferentes.

El comportamiento estadistico de la experiencia giobal de caries inicial,
final y la incidencia de ta enfermedad por superficie fue igual que cuando se
utiliza como unidad de medida el diente, las diferencias encontradas pueden
deberse al azar (p<0.074).

1d. Distribucion de las UFC de S. mutans por edad. En el cuadro 4 se
aprecia la distribucion de la bacteria en los nifios examinados en {os diferentes
medios de cultivo y por tipo de muestreo utilizado. El conteo de UFC en los
medios de cultivo se comporta en forma similar, mayar crecimiento de UFC en
placa y menor en saliva, aumentando €l numere de UFC proporcionalmente a la
edad. Solo a los 8 afios se aobserva una discrepancia: mayor crecimiento
bacteriano en TSY20B inoculado con saliva y menor en el medio inoculado con
placa (Graficas 6-9). Al analizar 1a informacion a través de un MANOVA para
determinar el efecto del binomio medio/inoculo (binomio estandarizado) por edad,
no se establecid que hubiera diferencias estadisticas significativas entre los
promedios de UFC para cada tipo de inoculo y medio obtenidos en ninguna de las
edades analizadas. La edad no influye en el crecimiento bacteriano, (P>0.9588)
Grafica 10.



Cuadro 1a. Distribucion por edad y sexo de la poblacion.

SEX0
Edad Masculino Femenino fotal
N % N % N %
8 8.3 5 8.3 10 16.7
9 10 16.7 10 16.7 20 33.3
10 15 25.0 15 25.0 30 50.0
total 30 50 30 50 60 100.0
P=1.0
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GRAFICA 1. DISTRIBUCION POR EDAD Y SEXO DE LA POBLACION ESTUDIADA
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ANALISIS DE VARIANZA ENTRE EL NUMERO TOTAL DE DIENTES PRESENTES (NTD) Y EDAD
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Gréfica 3

ANALISIS DE VARIANZA DE LA DISTRIBUCION DE LA DENTICION PERMANENTE PRESENTE (DPP) Y LA EDAD
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Cuadro 2a. Promedios de los indices de caries dental inicial y firal por edad en ia poblacién estudiada utlizando como unidad de medida el diente.

INDICES
EDAD INICIAL FINAL Sig. Est.
ceo-d CPO-D Exp. Car. ceo-d CPC-D Exp. Car. Dientes/incide| ceoi-F CPO i-F Exp. Car
8 29 0.0 28 28 0.3 29 08 0.662 0.081 0.84
9 2.4 1.2 36 18 2.4 39 ¢ 1.6 0.056 0.017 0.438
10 0.8 19 2.8 0.3 3.4 3.6 1.6 0.048 0 0.091
GLOBAL 1.7 1.3 3.1 1.1 2.5 3.6 1.5
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Grafica 4

COMPARACION CON “¢” APAREADA DE LOS iNDICES INICIALES Y FINALES DE CARIES POR EDAD,
UTILIZANDO COMO UNIDAD DE MEDIDA EL DIENTE
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Grafica 4
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Cuadro 3a. Promedios de fas superficies afectadas iniciales y finales por edad en la poblacién estudiada utilizando como unidad de medida la

superficie.
INDICES -
EDAD iNICIAL FINAL Signif, "' pareada
cec-s CPO-8 Exp. Car ceo-s CPO-8 Exp. Car.  Sup/Incide. ceos-F CPOS-F Exp S-F
8 6.3 0.0 6.3 55 0.3 5.8 0.8 0.30¢ 0.081 0.713
g 4.8 2.2 6.9 3.8 4.5 8.3 34 0.186 0.009 0.152
10 1.6 3.2 4.8 0.5 5.4 5.7 2.3 - 0.106 0.000 0.288
GLOBAL 3.4 2.3 58 25 4.3 8.6 25

* Diferencias significativas entre los promedios de
los indices inicial y final utijizando
la prueba "t" apareada
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Cuadro 4a. Promedio de S. mutans por edad, tipo de inoculo y medio de cultivo.

INOCULO (x10%
Edad SALIVA PLACA
Medio  MSB TSY20B MSB TSY20B
8 103.20 335.20 1153.00 204.20
9 105.00 563.40 1202.90 1607.60
10 139.20 494,57 1669.20 144153
GLOBAL 136.80 490.95 1394.40 1290.67

Nivel de 0.2569 0.3311 0.7639 0.2896
Significacia :
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14. AREXOS

' ANEXO4
ELECCION DEL MEDIC DE CULTIVO'PARA'S. muitans EN. UNA EVALUAGION

Los medios de cultivo son variados y van desde las técnicas mas senciilas, hasta las
mas complejas en cuanto a facilidad de manejo y costo. A continuacion se describen las
mas confiables.

- MS-Agar (Difco, Detroit Mich. U.S.A))
Se usa agar mitis salivarius para la determinacion del S. mufans y su identificacion se
basa en la morfologia de |as colonias.

- MC-Agar {Carlsson 1967)

Se basa en un medio selectivo de MS-Agar. Contiene 5% de sacarosa y 0.1% de
Sulfasomidine, lo que lo convierte en un medio de cultivo selectivo. Alguncs S. sobrinus
logran su crecimiento. El S. mutans serotipo afg no logra su crecimiento en este cultivo.

-MSB (Gold, Jordan y Van Houte 1873)

Se basa en MS-Agar contiene bacitracina (0.2 u/ml} y 20% de sacarosa para hacerlo
selectivo al S. mutans. El S. cricetus y el S. mutans serotipo a, no crecen en este
cultivo.

- BCY (ikeda y Sandham 1272)
Contiene lasilone-cisteina-hydrocloride y 5% de sangre de caballo. La identificacion del
S. mutans se basa en la morfologia de las colonias.

- MM10-SACAROSA (Syed and Loesche 1972)
Es un medio no selectivo, contiene Trypticase, extracto de levadura, mas 5% de
sacarosa, 2% de sangre de caballo. El S. mutans se identifica sobre la base de la
morfologia de sus colonias.
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- TYCSB (Palenstein, Helderman, et al., 1983)

Medio que se basa en TYC agar modificado y contiene 0.1 u de bacitracina/mi y 20% de
sacarosa. Ei serotipo A no crece; posibilita la diferenciacion entre serotipos cleff y dfg
pero no entre el b y cfeff basandose en la morfologia de sus colonias.

- Medio Sefectivo de acuerdo a Matzukubo y Col. (1981}

Consiste en un caldo de MSB al que se le agrega saliva. Los tubos tienen que ser
mantenidos a 60 grados de inclinacién a 37 grados centigrados. El S. mutans crece y
se adhiere a las paredes del tubo donde se hace el recuento. El serotipc A no crece en
este medio.

- Medio Selectivo de Kalfas et al. (1985)

Es una modificacion del MC-Agar y el método de Matzukubo, usando caldo de soya
trypcase, al que se le agrega 20% de sacarosa y sulfasomide de sodio 200 mg/mi, los
tubos tienen que ser mantenidos a una inclinacién de 40 gradeos. El recuento se realiza
con relacion al crecimiento de S. mutans adherido al tubo.

- Dentocult - SM (Orion Diagnéstica Heisinky Finland 1984)

Es un método de pelicula sumergible. El agar es distribuido en un soporte plastico que
esta conectado a una tapa con rosca plastica que penetra en un tubo. En este tubo el
agar esta protegido de la evaporacion durante la incubacion y almacenaje. La pelicula
sumergible esta elaborada para estar inmersa en el medio. La saliva es recolectada y
se introduce la pelicula sumergible en la saliva para que cubra todas las superficies del
agar, permitiendo que el exceso de saliva escurra. Se aplican los discos de bacitracina
a las superficies del agar. Sélo el S. mutans crece, el serotipo A no es viable en este
medio de cultivo.

- TSY20B (Shaeken et al. 1986)

Se dice que este medio tiene las mismas cualidades que el TYCSB pero es menos
laboriosa su preparacion. Consiste en Trypcase, agar soya, agar bacto, extracto de
levadura, 20% de sacarosa y 200 [E de bacitracina por litro, y suplementado con
0.2u/ml.

- Strip mutans (Bratthall and Jensen 1988)

Los discos de bacitracina se afiaden 15 minutos antes de ser usados. Se introduce una
tira de plastico para contaminar con saliva y es incubada en un caldo, cuya composicion
es similar al del agar mitis salivarius pero con un alto contenido de sacarosa. La
selectividad se basa en dos caracteristicas, adherencia y resistencia a la bacitracina.
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¢ QUE MEDIO SELECTIVO SE DEBE UTILIZAR?
¢, Qué medio de cuitivo se debe utilizar para el S. mutans, ante la diversidad de los
medios que hemos descrito?

Cualquiera de ellos puede ser usado cuando se tiene acceso a laboratorios de
microbiologia y sélo 4 medios se han desarroliado para ser usados en el consultorio,
todos ellos de tipo cualitativo. Esta seleccidén de medios es: Matzukubo y Col., Kalfas y
Col., Dentocult-SM y Strip mutans.

Estas técnicas se basan en la aproximacion al recuento microbiano que permite
inferir la cantidad de microorganismos presentes y por lo tanto el grado de infeccion
bucal como indicador riesgo a la caries, la convergencia para estas técnicas se ha
establecido por diversos autores en >103%, 104, 10° y <10°.

Cuando se utilizan platos con agar, el método tradicional es diluir una muestra de
saliva total estimulada un cierto nimero de veces (usualmente 10,100 y 1000 veces) vy
después inocular las placas con 100 microlitos de la muestra, se contabiliza el nimero
de UFC y la concentracion original se basa en multiplicar €l nimero de UFC por el
factor de dilucidn utilizado, incluyendo la probable dilucion de muestras de placa en el
medio de transporte que haya sido utilizado.

Este tipo de procedimientos implica una serie de pasos que inciuyen fas siguientes
etapas: tubos de ensaye estériles para obtener la saliva, tubos de ensaye con
soluciones buffer para realizar las disoluciones, pipetas automaticas de puntas
intercambiables y platos con los medios selectivos. Por lo que se han desarrollado,
meétodos simplificados, como los ya descritos, como una aproximacion a la cantidad de
UFC.

Referencia: Tenovuo JO. Human saliva: Clinical chemistry and microbiology. CRC
Press, Inc. Boca Raton, Florida. 1987
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ESTIMADOS PADRES DE FAMILIA:

Nos permitimos dirigimos a ustedes para solicitar su cooperacion, en la
investigacion que se pretende llevar a cabo por la Facultad de Qdontologia de la
U.N.AM. a través de la Division de Estudios de Posgrado y de la Clinica de Tlahuac,
relacionando el estado de salud bucal de los nifics con el nivel de infeccién que
presentan de |las bacterias que son consideradas como cariogénicas.

Por lo que es de suma importancia que ustedes nos permitan examinar a su hijo(a);
la revision de los dientes es muy sencilla y no dolorosa, utilizando instrumentos estériles
y guantes desechables, se observan los dientes de los nifios y ademas se recolectan
unos mililitros de la saliva de sus nifios en un tubo de ensaye estéril.

El objetivo de esta investigacion, es el de crear programas de prevencion dirigidos
a todos los nifios de las Escuelas Publicas Federales, con el fin de controlar tanto |a
caries como la pérdida prematura de los dientes.

El examen dental y la muestra de saliva seréd recolectada desde el mes de
Noviembre, en un aula de la escuela a la que asisten sus nifics y nosotros le
avisaremos la fecha exacta en que revisaremos a su hijo(a).

Esperamos contar con su apoyo, ya que ustedes son una de las partes mas
importantes en la educacién y prevencion sobre enfermedades orales en sus hijos.

Atentamente

C.D. Leonor Sanchez Pérez. Vo.Bo. Director(a) de la Escuela
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ﬂETERMINAmﬁN BE E.A EXPE&! ENCM G‘AR!‘GEN}CA

10. El examen es realizado para determinar la clasificacién de dientes o espacios
dentales, ya que en este caso en particular los terceros molares son excluidos del
sistema, por dos razones:

A) las encuestas realizadas en escolares menores de 15 afios de edad (el grupo més
comunmente estudiado) el registrar estos 4 espacios adicionales, ofrece un numero
pequefio de informacion para el examinador.

B) En encuestas a adultos jovenes, de 15 a 25 arios, las variaciones en el patrén de
erupcion y las frecuentes extracciones, debidas a mdiltiples razones no relacionadas al
ataque del proceso carioso, dificultan la clasificacion adecuada de estos dientes. Ni
siguiera un cuestionario cuidadoso del paciente ofrece siempre una base segura para
gue el dentista alcance una conclusién confiable.

20. Este sistema de clasificacion, para el calculo del indice CPQ, incluye el
componente (C) todos los dientes con los codigos 1y 2. Ei componente (P) comprende
los dientes con el codigo 4 para sujetos menores de 30 afos y los dientes con {os
codigos 4 y 5 para sujetos mayores de 30 afos. El componente (O) incluye dientes
solamente con el cadigo 3.

Los datos seran reportados basandose en 28 dientes por ser una investigacion en
nifios menores de 15 afios.

Para el calculo del indice ceo, el componente (c¢) incluye los dientes con los codigos B y
C, el componente (e) comprende los dlentes con el codigo E. El componente (o) incluye
solamente el codigo D.

30. Un criteric separado para un diente al mismo tiempo cariado y obturado no es
utilizado. Ha sido costumbre, cuando la categoria CO 6 co es usada, en contar estos
dientes como C ¢ ¢ respectivamente. La informacion adicional describiendo dientes
cariados, gue fueron obturados en alguna época anterlor parece ser limitada en la
. mayoria de las encuestas CPO.
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4o. El codigo y el sistema de clasificacion, no incluyen un método para obtener datos
estadisticos sobre otras afecciones orales que pueden ser observadas durante la
encuesta CPO. Si esos datos son necesarios deben ser utilizados, una clasificacion
separada y un sistema de registro diferente.

50. Los cddigos usados en esta clasificacion son valores numéricos y alfabéticos
seleccionados, porque son faciles de aprender y de siendo faciles de tabular manual o
mecénicamente.

lLos nUimeros y las letras son también diferentes en sonidos cuando son dictados
verbalmente, y por consiguiente mas faciles de distinguir por el anotador. Sin embargo,
pueden utilizarse otros tipos de codigos.

CRITERIOS PARA EXAMENES Y REGLAS PARA SU REGISTRO

Cédigo D. Permanentes Condiciéon  Codigo D. Temporales

Sano A
Cariado B
Obturado con Caries
Obturado sin Caries
Perdido por Caries
Perdido por otra Razon
Sellador

Protesis

Sin Erupcionar -
Exciuido -

Con Lesion Blanca -

moao

SOONOUAWN-O
G

DESCRIPCION DE LOS CRITERIOS

0 (A).- DIENTE SANO. Un o.d. se registra como sano si no muestra evidencia de caries
ya sea tratada o sin tratar. Los estadios de caries que preceden a la cavitacion, asi
como ofras condiciones similares de caries tempranas, son excluidos, porque no
pueden diagnosticarse con certeza. Si el diente tiene algun defecto en el esmalte o
dentina, que no se reiacione con caries dental se clasifica con el codigo (O). Los o.d.
con los siguientes defectos deberan ser codificados como sanos:
- fosetas y fisuras pigmentadas en el esmalte, en que el explorador no detecte un piso
reblandecido, esmalte socavado, o reblandecimiento de fas paredes.
- Areas del esmalte obscuras, brillosas, duras o socavadas que muestren signos de
fluorosis moderada o severa.
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- Manchas blancas o amarillentas.
- Manchas decoloradas o asperas. )
TODAS LAS LESIONES CUESTIONABLES SERAN CODIFICADAS COMO SANAS

1 (B).- DIENTE CARIADO. Se registra un diente cariado cuando se presenta una lesion
en fosetas y fisuras o bien en superficies lisas donde se detecta un piso reblandecido,
esmalte socavado o paredes reblandecidas. Un o.d. con una restauracion temporal, se
clasificara como CARIADO. En superficies proximales, es necesario que el expiorador
penetre en la lesion con certeza.

CUANDO EXISTA DUDA NO SE CLASIFICARA COMO CARIADO.

2 (C).- DIENTE OBTURADO CON CARIES. Este cddigo se registrara cuando se
presentan una o mas restauraciones definitivas, en una o mas areas dentales con
presencia de caries. No hay distincion entre caries primaria y secundaria.

3‘(D).- DIENTE OBTURADOQO SIN CARIES. Se considera a los o0.d. obturados sin caries,
cuando hay presentes una o mas restauraciones permanentes y no existe caries
secundaria

u ofra drea del diente con caries primaria. Un diente en el que se ha colocado una
corona debido a la presencia de caries, se le clasifica como obturado. Si se le ha
colocado una corona debido a otras razones por ejemplo: trauma, pilares protésicos se
anotara como codigo 7 (G).

4 (E).-DIENTE PERDIDO POR CARIES. Este cédigo sera utilizado para dientes
primarios y permanentes que fueron extraidos debidoc a caries. Para los dientes
primarios se tomara en cuenta si el sujeto esta en edad de la exfoliacion normal y no
hay explicacion que fundamente la ausencia del o.d.

SE APLICA EN NINOS MENORES DE 9 ANOS.

5.- DIENTE PERMANENTE PERDIDO POR OTRA RAZON. Este cédigo serd utilizado
para anotar cuando un o.d. permanente se cree tiene ausencia congénita o ha sido
extraido por razones ortoddnticas o por trauma.

6 (F) DIENTE CON SELLADOR. Este codigo es usado para dientes en cuyas fisuras se
coloco sellador en la superficie oclusal, ¢ en dientes cuyas fisuras oclusales han sido
fresadas y preparada una cavidad para colocar una resina. Si un diente con sellador
tiene caries, se codifica como 1 cariado.

7 (G).- DIENTE DE PUENTE DE APOYO O CORONA. Este codigo se utiliza para
indicar que un diente forma parte de un puente fijo. Este codigo puede ser utilizado para
coronas gue se colocan por ofras razones excepto caries.

8.- DIENTE NO ERUPCIONADOQ. Esta clasificacién se restringe a dientes permanentes
y se utiliza para espacios en donde no han erupcionado los dientes permanentes.

186



TES!S PROFESIONAL T. LEONOR SANCHEZ PEREZ,

9.- DIENTE EXCLUIDO. Este ¢adigo se usa para cualquier 0.d. que por cualguier ofra
razén no pueda ser examinado.

W.- DIENTE CON LESION BLANCA. La lesién blanca es una fase del proceso de
caries, previa a la cavitacion, donde el esmalte adquiere un aspecio cretaceo,
blanquecino gue contrasta con la apariencia translUcida del esmalte sano adyacente.
Para una mejor observacion del diente tiene que estar limpio y seco.

Estos criterios se aplican para cada una de las superficies, considerando que ninguna
de ellas debe tener un doble cédigo, si la lesion se observa sdlo en la cara oclusail se
debe anotar en &l espacio central delimitado en el diente en cuestién del odontograma.
Las superficies mesiales se ubican hacia la linea media. Las caras linguales hacia la
linea horizontal del odontograma.

REGLAS ESPECIALES

- Se considera como erupcionado un diente permanente o temporal, cuando cualquier
porcidon de su corona clinica haya atravesado la fibromucosa gingival y puede ser
tocado con e] explorador.

- Un diente es considerado presente, aun cuando la corona esté totalmente destruida
quedando sdlo ias raices.

- Los dientes supernumerarios no son clasificados.

- Cuando un diente permanente y uno temporal se encuentran juntos, ocupando el
mismo espacio dentario, se anota sdlo el permanente.

- Cuando exista duda en cuanto al estado del diente, se anota el mas favorable, asi:
entre el estado de sano y cariado, se opta por el sanc. Entre obturado y cariado, se
opta por obturado. Entre cariado y extraccién indicada, se opta por cariado y entre
primero y segundo bictspide, se opta por primer bicuspide.

Referencia: World Heaith Organization. 1987. Oral health surveys. Basic methods. 3rd
ed. Geneva WHO.
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Y EN PLACA DENTOBACTERIANA

 DETERMINACION DE.§;

Estudios que han tratado de dilucidar el papel eticidgico del S. mutans en la caries
dental han sido obstaculizados. Sin embargo, el reto ha sido y sigue siendo elaborar
técnicas convincentes y confiables para reconocer y cuantificar ei organismo, tanto en
saliva como en placa dental.

Un gran nimero de estudios reportan que un medio totalmente selectivo para el S.
mutans es el agar mitis salivarius y que este debera de tener como suplemento el 40%
de sacarosa.

Sin embargo, la seleccidn de este agente que ha sido usado como el seleccionador
nata del S, mutans, no inhibe completamente el desarrolio de otros microorganismos, o
en ocasiones llega a inhibir parcialmente el desarrollo del mismo S. mutans.

Se decide entonces agregar a este medio selectivo bacitracina. La relativa
resistencia del S. mutans a altas concentraciones de sacarosa ha sido reportada junto
as las demostraciones de su fuerte resistencia a la bacitracina hasta de Su/ml (bact.). El
79% de los otros Streptococcus desaparecen ante una prueba similar.

Composicion del Medio de cultivo: Agar mitis salivarius

Bacto triptose 10g
Bacto Proteose Peptone No. 3 5¢
Bacto Proteose Peptone 5g
Bacto Dextrosa 19
Bacto Saccharosa 50¢g
Dipotassium Phosphate 4g

Azul de Tripan 0.075g
Bacio Cristal Violeta 0.0008g
Bacto Agar 159

Como inhibidores:
Telurito de potasio 1%
Bacitracina a una concentracion 0.06 a 2 unit/mil.
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Agentes selectivos:
Sacarosa (Fisher Scientific Co.) agregada después de la esterilizacion, en un rango
entre 10-40% wiv, en promedio 20%, o 150g.

Procedimientos:

Se suspende 90g del medio de cuitivo en 1000m| de agua destilada y desionizada
dejando reposar el medio para su hidratacion (aproximadamente 15 minutos),
posteriormente se hierve hasta que se disuelva completamente. Se esteriliza a 121° -
124° C durante 15 minutos a 15 libras de presion. Se enfria a 50°-55°C y se le agregan
ios 150g de sacarosa.

Justo antes de dispensar a las placas se agrega 1ml de solucidén esteril de Telurito
de potasio (Bacto Chapman Tellurite). No se debe calentar el medio completo,
agregandose 2 u x mi de bacitracina.

El pH final del medio debe ser de 7+/- 0.2 a 25°C.

Se mantienen ias cajas de petri 1 dia a temperatura ambiente y se meten a
refrigeracian, el medio tiene una vigencia de 1 semana.

Muestras clinicas de saliva y de placa dentobacteriana:

Se toman muestras de saiiva total estimulada con parafina por 5 minutos, que son
depositadas en tubos de ensaye estériles. La muestra de saliva se coloca en hielo a
4°C.

La muestra de PDB se obtendrd para esta investigacion de las superficies
oclusales de los primeros molares utilizando una aguja hipodérmica estéril, con la que
se raspara con una presion firme y constante por seis veces de distal a mesial la
superficie oclusal del primer molar inferior derecho. La aguja es depositada
inmediatamente en un medio de transporte que contenga 3ml del medio de transporte
VGMIII, debiendo ser colocada en hielo a 4°C, para ser transportado al laboratorio.
Todas las muestras deberan ser procesadas antes de haber transcurrido 2 horas de su
recoleccion.

Muestras.

En el laboratorio, el medio es agitado en un vortex al nivel de mezclado por 30
segundos, con el fin de desprender la placa dental de la aguja o para disgregar ias
saliva y obtener una suspension homogénea.

Las diluciones de la suspension se elaboran con 0.05% de extracto de agua de
levadura, solucidn isoténica de cloruro de sodio al 5% o cualquier otra solucion buffer.
Se realizan dituciones de 107" a 107°.

100 microlitros de la dilucion se rocian sobre la caja de petri con el medio MSB que
debe estar al menos 3 horas antes de su utilizacion a temperatura ambiente, y se
dispersa él inocuio con un bastoncillo de vidrio estéril, una caja con la dilucién de saliva
y una caja con la dilucion de PDB. Se incuban en una atmosfera al 95% de Nitrégeno y
5% de Dioxido de Carbono & en su caso en jarras con candela dando una atmoésfera de
anaereobidsis parcial, durante 72 horas a 37° C.
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Enumeracion e Identificacion:

Después de la incubacidn, las cajas deberan estar a temperatura ambiente durante
24 horas mas.

El total del conteo de S. mutans es determinado a través de varios métodos, el
seleccionado en ésta investigacion se describe a continuacion.

Brevemente: la superficie de cada caja se divide en sectores de acuerdo al sistema
de conteo en espiral. Dependiendo de la uniformidad del crecimiento bacteriano, la
seccion de la superficie gue sera leida se elige al azar para la enumeracion y se cuenta
el nimero de UFC a través de varios métodos:

a) con un contador de colonias Quebec,

b) se pueden examinar las cajas usando microscopio a una magnificacién de x15y

¢) Por transluminacién sobre una plantila milimétrica se determina la cantidad de

colonias por morfoiogia de estas en el agar mitis salivarius y se hace el recuento
microbiano de las UFC.

Las UFC que se forman en los platos se mulitiplica por el factor de dilucion salival y
ese sera el numero de UFC del individuo examinado, la informacion se anota en la
historia clinica epidemioclédgica del nifio.

Referencia: Gold, 0.G., Jordan, H.V., Houte, J.: A Selective Medium for Streptococcus
Mutans. Arch Oral Biol. 1973;18:1357-1364. :
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DETERMINAGION DE 5. mutan%

'

Composicién del Medio de cultivo: Soya tripticaseina

Agar Bacto Tryptone 15g

Bacto Soytone 59

Cloruro de Sodio 5g

Bacto Agar Sg
Suplementos:

Bacto agar 5g

Extracto de levadura 10g
Agentes selectivos.

Sacarosa 200g

Como inhibidores:

Bacitracina 200 {E
Bacitracina 0.2 u/ml
Procedimiento:

Se dispensan 40g del polvo en 1000 ml de agua destilada y desionizada dejando
reposar el medio para su hidratacion (aproximadamente 15 minutos), posteriormente se
hierve hasta que se disuelva completamente. Se esteriliza a 121° -124° C durante 15
minutos a 15 libras de presion. Se enfria a 50°C y se le agregan los 200g de sacarosa.

Después de que ei medio es esterilizado y enfriado a 55°C, se incorpora la
bacitracina 200 IE. y suplementadas con 0.2 IE/mi de bacitracina para inhibir el
crecimiento de S. salivarius, las cajas son almacenadas en bolsas de plastico a 4°C y
deberan ser usadas en periodos desde que se prepara hasta 1 mes posterior a su
preparacion.

El pH final debera serde 7.0 +/- 0.2 a.

Muestras clinicas de saliva y de placa dentobacteriana;

Se toman muestras de saliva total estimulada con parafina entre 3 y 5 minutos, que
son depositadas en tubos de ensaye estériles. La muestra de saliva se coloca en hielo
a4°C.
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La muestra de PDB se obtendrd para esta investigacion de las superficies
oclusales de los primeros molares utilizando una aguja hipodérmica estéril, con la que
se raspara con una presién firme y constante por seis veces de distal a mesial la
superficie oclusal del primer molar inferior derecho. La aguja es depositada
inmediatamente en un medio de transporte que contenga 3ml del medio de transporte
VGMIll, debiendo ser colocada en hielo a 4°C, para ser transportade al laboratorio.
Todas las muestras deberan ser procesadas antes de haber transcurrido 2 horas de su
recoleccion.

Muestras:

En el laboratorio, el medio es agitado en un vortex al nivel de mezciado por 30
segundos, con ef fin de desprender la placa dental de la aguja o para disgregar las
saliva y obtener una suspension homogénea.

Las diluciones de la suspension se elaboran con 0.05% de extracto de agua de
levadura, solucidn isotonica de cloruro de sodio al 5% o cualquier otra solucion buffer.
Se realizan diluciones de 107 a 107,

100 microlitros de la dilucién se rocian sobre la caja de petri con el medio TSY20B
que debe estar al menos 3 horas antes de su utilizacion a temperatura ambiente, y se
dispersa él inoculo con un bastoncillo de vidrio estéril, una ¢aja con la dilucién de saliva
y una caja con la dilucion de PDB. Se incuban en una atmadsfera al 85% de Nitrégeno y
5% de Dioxido de Carbono & en su caso en jarras con candela dando una atmdsfera de
anaereobidsis parcial, durante 72 horas a 37° C.

Enumeracion e Identificacién:

Después de la incubacién, las cajas deberan estar a temperatura ambiente durante
24 horas mas.

El total del conteo de UFC de S. mutans es determinado a través de varios
métodos, el seleccionado en ésta investigacion se describe a continuacion.

Brevemente: la superficie de cada caja se divide en sectores de acuerdo al sistema
de conteo en espiral. Dependiendo de la uniformidad del crecimiento bacteriano, la
seccion de la superficie que sera leida se elige al azar para la enumeracion y se cuenta
el nimero de UFC a través de varios métodos:

a) con un contador de colonias Quebec,

b) se pueden examinar las cajas usando microscopic a una magnificacion de x15y

¢) por transluminacion sobre una plantilla milimétrica se determina la cantidad de

colonias por morfologia de estas en el agar mitis salivarius y se hace el recuento
microbiano de las UFC.

Las UFC que se forman en los platos se multiplica por el factor de ditucion salival y
ese sera el numero de UFC del individuo examinado, la informacion se anota en la
historia clinica epidemioldgica del nifio.

Referencia: Schaeken, M.J.M., van der Hoeven, J.S., Franken, H.C.M.: Comparative
Recovery of Streptococcus Mutans on Five Isolation Media, Including a new Simple
Selective Medium. J. Dent. Res. 1986;65:906
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Composicién del medio de cultivo:
Se utilizd el caldo de Mitis-Salivarius con bacitracina (MS-B):

Bacto Triptosa 1%
Bacto Proteosa peptona 1%
Bacto Dextrosa 0.1%
Fosfato de Potasio. Dibasico 0.1%
Azul Tripan 0.075%
Cristal Violeta 0.00008%
inhibidores:

Telurito de Potasio 0.001%
Agentes selectivos:

Sacarosa 20%
Bacitracina 0.2u X mi
pH final; 7.0

Procedimiento:

Se mezclan todos los ingredientes y la sacarosa en 80mi de agua destilada y
desionizada se deja reposar el medio para su hidratacidn, posteriormente se hierve
hasta su disolucion, Se esteriliza a 121°-124°C por 15 minutos a 15 libras de presién.
24 horas antes de su utilizacién se activa el medio agregando la bacitracina y el
telurito de potasio.

Este medio de cultivo serd dispensado a razén de 2ml en tubos de ensaye de 8 X
100 mm, estériles y con tapa de goma o rosca y se guardaran a 4°C hasta su empleo.
Este medio se utilizara antes de los 7 dias, debido a que |a Bacitracina pierde su accién
después de una semana de preparada.
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Muestreo clinico de saliva.

Se utilizaran tubos de ensaye estériles para recoger ia saliva totai sin estimulo de
los nifios. En los casos de nifios de corta edad que no sean capases de escupir, la
saliva se les recogera directamente de la zona sublingual, mediante el empleo de
goteros estériles.

La toma de muestra se efectuaré en las propias instituciones, en horas de ia
mafiana, alejada de la ingestion de alimentos (120 minutos posteriores a la uitima
ingesta).

Se anotara en un listado el nombre de cada nifio y los resultados de los anélisis de
cada prueba realizada serdn anotados progresivamente en las columnas habilitadas,
con la fecha en que se realicen los mismos, con el fin de transcribir posteriormente |a
informacion a la historia clinica.

Muestras:

En el laboratorio, [a muestra de saliva recolectada se agitara en Vortex al nivel de
mezclado por 30 segundos, se tomaran 100 microlitros con una pipeta de puntas
intercambiables y se inocularan los tubos de ensaye previamente rotulados de cada
nifto. Después de agitar por breves segundos (Vortex 15 segundos), para mezclar la
saliva con el medio de cultivo, los tubos seran llevados a incubacion aerobica a 37°C
durante 24 horas, colocados en una gradilla en la cual los tubos queden inclinados a 60
grados, segun la técnica descrita por Matsukubo y col.

Enumeracion e Identificacion:

A las 24 horas se procedera a la lectura de Ias paredes del tubo de cultivo, después
de verter el contenido del mismo en un matraz. El objetivo es observar la formacion de
colonias ocurrida en las paredes del tubo, y realizar un estimado de Jas mismas, por
comparacion con el diagrama del autor de la técnica.

Debido a que la cuantificacion de colonias formadas directamente sobre el cristal
puede ser errdnea, como consecuencia de algun crecimiento en el fondo de los tubos y
que pueda quedar retenido en sus paredes por adsorcién, se ha establecido una
modificacién de la técnica de Matzukubo, aplicando un suave lavado de los tubos,
descrito por Newbrun y col®® técnica que ya ha sidoc empleada en estudios
epidemiologicos previos.

La lectura de los tubos se realizara segun los siguientes conceptos:
0 No hubo crecimiento en las paredes del tubo.
+ Unos cuantos depasitos bacterianos (menos de 10) se observan en las paredes del

tubo,
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++ Colonias dispersas de pequefio tamafio aparecen en la pared de los tubos.

+++ Numerosos depositos diminutos, con mas de 20 de mayor tamano aparecen en la
pared del tubo.

Las equivalencias de esta lectura, que han sido sefaladas por el autor, son las
siguientes:

O No existe S. mutans en la saliva, o se halla en proporciones indetectables. Cultivo
negativo

+ Menos de 3 X 10* X ml de saliva.

++ Entre 3x 10%*y 10° X ml de saliva.

+++ Mas de 10° X mi de saliva.

Referencias: Matzukubo, T. et al: A Semi-quantitative Determination of Streptococcus

Mutans using its Adherent Ability in a Selective Medium. Caries Res. 1981: 15:40-
45,

Newbrun, E., Matzukubo, T., Hoover, |.C., Graves, R.C., Brown, AT., Disney, T.A,,
Bohannan, H.M.: Comparison of two screening tests for Streptococcus mutans and
evaluation of their suitability for mass screenings and private practice. Community
Dent Oral Epidemiol. 1984;12:325-331
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DETERMINAGION BE S:is
T SOvA

Composicién del medio de cultivo:
Se utilizé un caldo de Soya Tripticaseina con bacitracina:

Bacto Tryptone 179
Bactoc Soytone 0.3¢g
Clorurec de sodio 0.5¢
Fosfato Dipotasico 0.25¢g
Azul Tripan 0.00008g
inhibidores:

Telurito de Potasio 0.01m}
Suplementos:.

Extracto de levadura 0.5g

Agentes selectivos:

Sacarosa 20g
Bacitracina 0.2u X mi
pH final; 7.0

Procedimiento:

Se mezclan todos los componentes, suplementos y la sacarosa en 100ml de ‘agua
destilada y desionizada se deja reposar el medio para su hidratacién, posteriormente se
hierve hasta su disolucién. Se esteriliza a 121°-124°C por 15 minutos a 15 libras de
presion. 24 horas antes de su utilizacion se activa el medio agregando la bacitracina y
el telurito de potasio.

Este medio de cultivo sera dispensado a razén de 8ml en tubos de ensaye de 10 X
100 mm, estériles con tapa de goma o rosca y se guardaran a 4°C hasta su empleo.
Este medio se utilizara antes de los 7 dias, debido a que la Bacitracina pierde su accion
después de una semana de preparada.
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Muestreo clinico de saliva:
Se utilizaran tubos de ensaye estériles para recoger la saliva total estimulada con
parafina entre 3 y 5 minutos de los nifios.

La toma de muestra se efectuard en las propias instituciones, en horas de la
manana, alejada de la ingestidon de alimentos (120 minutos posteriores a la Uitima
ingesta).

Se anotara en un listado el nombre de cada nifio y los resultados de los analisis de
cada prueba realizada seran anotados progresivamente en las columnas habilitadas,
con la fecha en que se realicen los mismos, con el fin de transcribir posteriormente ia
informacion a Ia historia clinica.

Muestras:

En el laboratorio, ia muestra de saliva recolectada se agitara en Vortex al nivel de
mezclado por 30 segundos, se tomaran 0.2 mililitros con una pipeta de puntas
intercambiables y se inocularan los tubos de ensaye previamente rotulados de cada
nifio. Después de agitar por breves segundos (Vortex 15 segundos), para mezclar la
saliva con el medio de cuitivo, los tubos seran llevados a incubacion aerdbica a 37°C
durante 24 horas, colocados en una gradilla en la cual los tubos queden inclinados a 60
grados, técnica similar a la descrita para el caldo MSB.

Enumeracion e Identificacion:

A las 24 horas se procedera a la lectura de las paredes del tubo de cultivo, después
de verter el contenide del mismo en un matraz. Ei objetivo es observar la formacion de
colonias ocurrida en las paredes del tubo, y realizar un estimado de las mismas, por
comparacién con el diagrama de Matzukubo utifizado en la técnica anterior.

Debido a que la cuantificacion de colonias formadas directamente sobre el cristal
puede ser erronea, como consecuencia de algun crecimiento en el fondo de los tubos y
que pueda quedar retenido en sus paredes por adsorcidn, se precisara establecer una
modificacion a la técnica, aplicando un suave lavado de los tubos, descrito por
Newbrun y col.

La lectura de los tubos se realizara segun los siguientes conceptos:

0 No hubo crecimiento en las paredes del tubo.

+  Unos cuantos depositos bacterianos (menos de 10) se observan en las paredes del
tubo.

++ Colonias dispersas de pequeno tamafic aparecen en |a pared de los tubos.

+++ Numerosos depdsitos diminutos, con mas de 20 de mayor tamafio aparecen en la
pared del tubo.
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Las equivalencias de esta lectura, que han sido serialadas por el autor, son las
siguientes:

O  Noexiste S. mutans en la saliva, 0 se halla en proporciones indetectables. Cultivo
negativo

+ Menos de 3 X 10* X mi de saliva.

++ Entre 3x 10%y 10° X mi de saliva.

+++ Mas de 10° X ml de saliva.
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DETER‘MINAGION DE Laﬂtabactﬂu& sp.. E “$AL!W¥ Y’ PL}&GA [}ENTGBACTEREANA
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Composicién del Medio de Cultivo:

Tripticase 10g
Exiracto de levadura 5g
KH2 PO4 6g
Citrato de amonio 29
Glucosa 20g
Sorbitan Monocleate 19
Acetato de sodio 25g
Bacto agar 15¢
Acido acético (99.5%) 1.32ml
Solucién de sal smi
Dispensar H.0 a 1000ml|
Solucién de sal;

MgS04 7H,0 11.5g
MnSC4 2H:0 2.4g
FeS0O4 7H20 0.68¢g
Dispensar H20 en 100m|
Preparacion:

Preparar |la solucién de sal enriquecida con una solucién de monoleato de sorbitan 0.1g
x ml. Disolver el agar en 400 ml de agua bidestilada hirviendo.

Disolver los demas componentes en 400ml de agua destilada y desionizada
agregar la solucion de sal enriguecida con el monoleato de sorbitan y después del
calentamiento, mezciado con la solucién caliente de agar. Se ajusta el volumen a
1000m| y coloca en el autoclave por 10 minutos a 115°C..

Procedimientos:

Existen dos tipos de posibilidades de procedimientos que se describen a continuacion,
haciendo hincapié en que en |la presente investigacion se utilizara el procedimiento 2.
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Procedimiento 1

Estimular la saliva a través de una capsula de parafina que se debe masticar
aproximadamente por 5 minutos, la cual debera ser recolectada en una probeta estéril.

La muestra debe ser homogeneizada por batido y diluida en un medio buffer estéril.
Las diluciones recomendadas son 1:100 y 1:1000 y usualmente se encuentra una
densidad optima en {as cajas con éstas diluciones.

Un mililitro de éstas diluciones es mezclado en Vortex y diluido sobre el agar Sk a
45°C y puesta en |as cajas de Petri estériles. Después de que el agar ha solidificado, las
cajas son incubadas por 3 dias a 37°C. Una segunda capa de SL pude ser colocada
después de que la primera capa a solidificado.

Procedimiento 2:

También se puede utilizar esta técnica sobre la superficie del agar:
Se obtiene saliva total estimulada por parafina entre 3 y 5 minutos, la cual es
recolectada en un recipiente estéril. Esta muestra se homogeneiza y se agita en Vortex
antes de ser dijuida en un medio buffer estéril.

lLas diluciones recomendadas son de 1:100 y 1:1000 de la muestra de saliva,
usualmente es suficiente 0.1ml de la dilucion rociado en la superficie de! agar
solidificado Sl., dispersando él inoculo, con un rodilio de cristal estérii. Las cajas son
incubadas por 96 horas a 37°C, pudiendo ser esta incubacion en forma aerdbica o en
forma anaerdbica.

Enumeracion e Identificacion:
Las UFC que se forman en ios platos se multiplica por el factor de dilucidn salival.
Se considera un resultado:
alto > 10,000 bacterias x mi
bajo < 1,000 bacterias x mi

Rangos:
1.000 bacterias x ml = 10°
10,000 bacterias x ml = 10*
100,000 bacterias x mi = 10°
1,000,000 bacterias x ml = 10°

4

Referencia: Rogosa, M., Mitchel, J.A., Wiseman, R.: A selective medium for the
isolation and enumeration of oral lactobacilii. J Dent Res 1951:30:682-689.
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.. . AxExos .
 DETERMINACION DE LA VELOGIDAD DE ACIDIFIGACIC

Composicién del medio:

Bacto tryptosa 20g
Bacto Dextrosa 20g
Cloruro de sodio. 5g
Bacto agar 20g
Verde de Bromocresol 0.02g
Procedimiento;

Se suspenden 65g del medio en 1000ml de agua destilada y desionizada, se deja
reposar el medio cuando menos 15 minutos para su hidratacion, posteriormente se
calienta la solucion lentamente hasta que se disuelven los componentes
completamente, dejando hervir entre 1 y 2 minutos. Se deja el medio enfriar hasta
aproximadamente 45°C, para su manipulacién. Se distribuyen 8ml del medio en tubos
de ensaye con tapa de rosca de 100 x 16 mm, colocandose en una gradila. Se
esteriliza a 121°C por 15 minutos a 15 libras de presidn. Se dejan enfriar los tubos en
posicidn recta, se guardan en refrigeracion a 4°C hasta su utilizacion.
Ef pH final debera ser de 4.8+\-0.2 a 25°C.

Muestreo clinico de saliva:

El muestreo clinico inicia con la recoleccién de saliva total estimulada con
parafina entre 3 y 5 minutos (120 minutos despuss de haber ingerido alimentos), la cual
es depositada en tubos de ensaye esteriles con tapa de rosca y se transporta al
laboratorio para su procesamiento.

Muestras:

El agar de Snyder se debe poner a bafio Maria a 40° C para su transformacion
de gel a sol. La saliva es agitada en vortex por 30 segundos con el fin de disgregar la
saliva y obtener una suspencién homogénea. Se toma con una pipeta de puntas
intercambiables 0.2 ml de saliva del tubo de ensaye y se inocula el medio el cual es
agitado nuevamente en el Vortex durante 20 segundos para su homogeneizaciéon con el
agar Snyder
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Todos los tubos inoculades y un tubo control se incuban a 37°C durante 24 a 72
horas observando las modificaciones en el color cada 24 horas.

Evaluacion:

Los tubos se examinan diariamente durante 3 dias, registrando cualquier cambio de
color lo cual se facilita por transluminacion contra el tubo control de Snyder. El color
cambiara graduaimente desde el verde azulado al amarillo en correspondencia con |a
disminucion en los valores del pH.

La lectura de los tubos se realizara segln los siguientes conceptos:
Positivo: Cambio de color cuando el color verde no es el dominante se registra como ++
a +i+

Negativo: Sin cambio de color a uno ligero pero el verde domina se registra come O a +

Interpretacién:

Actividad de Horas de Incubacion

Caries 24 48 72
Marcada positiva - -
Moderada negativa positiva -

Ligera negativa negativa positiva
Negativa negativa negativa negativa

Referencias: Snyder, M.L.: A simple colorimetric method for diagnosis of caries activity.
JAD A 1941,28:44-49
Snyder, M.L.: Laboratory methods in the clinical evaluation of caries activity. J A
D A 1951;42:400-413
Snyder, M. L.: Evaluation of laboratory tests for the examination of caries activity,
correlation with specific surfaces. Arch Oral Biol 1963,8:541-547

202



TESIS PROFESIONAL T. LEONOR SANCHEZ PEREZ

PRUEBAS BIOQUIMICAS UTILIZAI A IDENTIFICACION DEL GRUPO

{1. PRUEBA DE LA ESCULINA'EN'MEBDIO.CONBILIS: " '

. PRINCIPIO :
Determinar la facultad de un organismo de hidrolizar el glucésido esculina en
esculetina y glucosa, en presencia de bilis (10 a 40%).

. OBJETIVO

A) Ayudar a la diferenciacion de los estreptococos del grupo D de otros
estreptococos que no pertenecen a dicho grupo.

B) Ayudar a la diferenciacion de {a Listeria monocytogenes (+).

If. BASES BIOQUIMICAS

La esculina es un glucdsido; un acetal derivado de monosacaridos simples. Cuando un
elemento no es un hidrato de carbono se une a un azucar por medio de un enlace
acetal, el acetal resultante se denomina glucosido y la mitad no hidrocarbonada
aglucon. La aglucona esta unida al azlcar madre por medio de un atomo de oxigeno
(enlace glucosidico [-0-]).2

Los acetales son rapidamente hidrolizados por 10s acidos; la base de la prueba de ia
esculina es |a hidrdlisis de la esculina en esculetina, liberando la moiécula de glucosa.

IV. MEDIO EMPLEADO: MEDIO DE ESCULINA CON BILIS (pH:7)

A} Ingredientes (medio general).

1. Peptona 5g
2. Extracio de carne 349
3. Bilis de buey 40g
4. Esculina 19

5. Citrato de Hierro
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B)

D)

E)

F)

G)
H)

(FeCBH507) 0.5g
6. Agar 15¢g
7. Agua destilada 1,000 ml

Productos que se encuentran en el comercio
1. Difco: dos variedades.
a) Medio de esculina y bilis (MEB).
b) Medio de esculina y bilis modificade (MEBM) (modificacion, sin
agregado de suero equino).

Diferencias generales entre los medios comerciales.
1. Concentracién de bilis
a) 40% {Difco)
2. Azida sbdica (N3Na), 0.25 g/it.
a) Ausente en los medios de Difco.

Método de preparacion.
1. Medir exactamente la cantidad que exige el proyecto; los diferentes
productos pueden variar ligeramente.

2. Rehidratar con agua destilada y desmineralizada.
3. Caientar suavemente la solucién
4. Colocar aproximadamente 5 ml en un fubo con tapa de rosca (16x125mm).
Método de esterilizacion.

1. Autoclave

2.121°C, 15 libras, 15 minutos.

Dejar enfriar manteniendo el tubo inclinado {para obtener una gran superficie en
pico de flauta).

Refrigerar para su conservacion (4-10°C).

Método de inoculacion.

1. Inoculo de 24 horas de un cultivo puro en agar sangre.

2. Sembrar una colonia del agar con asa de inoculacion y sembrar sobre el agar
en estria

incubacion. 35°C por un minimo de 48 horas.

1. Pueden controlarse periddicamente (cada 24 horas) los tubos y si la reaccidn
es positiva, anotar el resultado. .

2. Esperar hasta las 72 horas antes de hacer un informe negativo.

INTERPRETACIONES
A) Prueba EB positiva (hidrolisis de la esculina). presencia de un color negro o
castano oscuro en el pico de flauta.
1. La mitad 0 mas de la superficie del medio aparece negra.
2. En cualquier intervalo de tiempo.
B) Prueba EB negativa (hidrolisis de ia esculina).
1. No se ha producido el ennegrecimiento del medio.
2. Ennegrecimiento de menos de la mitad del tubo después de 72hrs de
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incubacion (reaccion +/-).
3. Puede producirse crecimiento, pero esto no indica la descomposicion
de la esculina; solamente indica que la concentracion de bilis no inhibié el
crecimiento normal de los organismos que no corresponden a los
estreptococos del grupo D.
C) Grupo mutans registra prueba positiva.

2. PRUEBAS DE FERVMENTAGION DE LOS HIDRATOS DE CARBONO

. PRINCIPIO
Determinar la capacidad de un organismo de fermentar (degradar) un hidrato de
carbono especifico incorporado a un medio basico, produciendo acido, o acido
con gas visible,

il.  OBJETIVO

A) Las formas de fermentacién son generalmente caracteristicas para grupos o
especies bacterianas especificas.
1.Que fermentan la glucosa: todos los miembros de las Enterobacteriacae.
2.Que fermenten la glucosa y la lactosa. Escherichia coli, Klebsiefla y
grupos Enterobacter.
B) Ayudar a la diferenciacidon entre los géneros: Listeria monocyfogenes (salicina
A) de especies de Corynebacterium (salicina).

C) La forma de utilizacion de los hidratos de carbono puede ayudar a la
diferenciacion de las especies. '
1) Aeromonas punctafa (rafinosa A) de ofras especies de Aeromonas
(rafinosay).
2} Neisseria lactamica (lactosa A) de ofras especies de Neisseria
(lactosa-).
3) Proteus rettgeri (inositoi A) del Proteus morganii (inositol-)
4) Providencia alcaligenes (adonitol A, inositol-} de la Providencia stuartii
adonitol -, inositol A).
5) Staphylococcus aureus (manitol A) del Staphylococcus epidermidis
{(manitol).
6) Streptococcus salivarius y Streptococcus sanguis (inulina A) de las
especies de Strepfococcus del grupo D (inuiina).
7) Yersinia enterocolifica (sacarosa A)de otras especies de Yersinia
(sacarosa),

i BASES BIOQUIMICAS
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Los hidratos de carbon se clasifican como:
1. Monosacaridos, aldehidos polihidroxiiicos o cetonas;
2. Monopolisacdridos u oligosacaridos, productos de condensacion de dos o
mas monosacaridos (polimeros de los monosacaridos), o
3. Alcoholes polihidricas y ciclitoles (inositoles), productos de la reduccion de los
monosacaridos.

Los polisacaridos, trisacaridos y disacaridos son demasiado complejos para
entrar en una célula bacteriana para su degradacion. Si pueden ser metaboiizados por
una especie bacteriana determinada, primeros son catabolizados en monosacaridos
menos complejos por enzimas exocelulares (permeasas) de manera gue puedan
penetrar en la célula.

La fermentacion es un proceso metabdlico de oxidacién-reduccion anaerdbico
en el cual un substrato organico sirve como aceptor de hidrogeno final (aceptor de
electrones) en lugar del oxigeno. La fermentacion de substratos organicos como los
carbohidratos dan tanto productos finales reducidos como oxidados.

El tipo de productos finales producidos por la fermentacion de los hidratos de
carbono depende de varios factores:

1y Eltipo de organismo que lleva a cabo el proceso de fermentacion;

2 la naturaleza del sustrato que debe ser fermentado, y

3 a veces, los factores ambientales como la temperatura y la acidez, Los

productos finales de ia fermentacion de los hidratos de carbono y los
alcoholes, denominados colectivamente "azucares", son pocos: dos gases,
hidrégeno y anhidrido carbonico; algunos pocos acidos; algunos alcoholes, y
una cetona.

Algunas bacterias pueden fermentar anaerobicamente la glucosa, otras la oxidan
y algunas pueden metabolizarla por ambos métodos, mientras que otras, aun, son
incapaces de utilizar la glucosa. No todos los monosacéridos son degradados por todas
las especies bacterianas; sus formas de fermentacién difieren, ayudando a la
identificacion del grupo, genero o especie. Asimismo, las muestran diferencias en los
ciclos utilizados para fermentacion del mismo sustrato, dando como resuitado diferentes
productos finales. La forma y el grado en que es desasimilado un sustrato depende de
la especie bacteriana y de las condiciones de cultivo.

El ciclo de fermentacion que produce como producto final el acido lactico es el
proceso de fermentacidon mas difundido. Sin embargo, se producen otros cicles de
fermentacion, que difiere con respeto al sustrato metabolizado o la naturaleza del
producto final producido.

Con la utilizacion de las pruebas con los hidratos de carbono se puede obtener
modelos de fermentacion de una determinada especie bacteriana observando:
1) la ausencia de glucosidos, y/o
2) la ausencia de monosacaridos en disacaridos, trisacaridos y polisacaridos mas
complejos, que muestren gue la glucosa ha sido metabolizada.
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A)

B)

C)

D)

Los productos finales caracteristicos de |la fermentacion bacteriana son:
1)} acido lactico;

2) Acido acético y férmico;

3) &cido lactico y alcohol etilico (etanol);

4) alcohol etilico (etanol);

5) acetilmetilcarbinol (acetoina) y CO3;

6) CO2 y acetanol alcohol isopropilico (isopropanotl);

7) é&cido butirico a alcohol butilico (butanol).

MEDIOS EMPLEADOS

Caldo basico rojo de fenol, pH: 7.4
1. Ingredientes.
a) Peptona (proteasa o digesto pancreatico de caseina)  10g.

b) Extracto de carne {opcional) 1g.

¢) Cloruro de Sodic CiNa 5g.

d) Rojo de fencl 0.018g.
e) Aqua destilada 1,000ml.

2. Indicador del pH, rojo de fenol.

a) Acido color amaritio, pH: 6.8.

b) Alcalino: color rojo rosado, pH: 8.4.

¢) Medio no inoculado: pH: 7.4, color anaranjado rojizo.

Productos comerciales.
1+, Difco.
2. BBL.

Método de preparacion, caldo basico rojo de fenol.

1. Pesar exactamente las cantidades como se indica en el producto. Los
productos de diferentes laboratorios pueden variar ligeramente.

2. Rehidratar con agua destilada o desmineralizada.

3. Calentar suavemente hasta disolucion.

Método de esterilizacion, caldo basico rojo de fenol.
1 Autoclave.
2 121°C, 15 iibras 15 min.

Enfriar a 45-50°C en bafo de agua.

Metodo de preparacion, hidratos de carbono.
1. Puede utilizarse diversos hidratos de carbono. La bateria usada depende de
ias dificultades que se presenten para identificar un organismo determinado.
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G)

2. Por lo general, usar de 8 a 10 azucares. Los que se emplean con mas
frecuencia son: 1) glucosa; 2) lactosa; 3) sacarosa; 4)manitol; 5) dulcitol; 6)
salicing; 7) adonitol; 8) inositol; 9) sorbitol; 10) arabinosa; 11) rafinosa; 12)
ramnosa; 13) xilosa; 14) trehalosa; 15) galactosa; 16) celobiosa; 17) inulina;
18) fructosa (aztcar mverttdo) 18) melibiosa.

3. Concentraciones de azlcares en el caldo basico.

4 Agregar alicuotas de ia base preparada, los hidratos de carboné que se
desee.

a) Salicina, 0.5%.
b) Todos los demés, 1%.

Preparacidn de las concentraciones de azucar, dos métodos.

1. Agregar directamente el azlcar a la base en |la concentracion deseada, por
ejemplo 10 g de azucar por litro de base para una concentracion final del 1%.

2. Preparacidon de soluciones de azucar.

Preparar una concentracion del 5 o 10% del azGcar deseado en agua destilada.

Solucion al 5%: 5g/100ml.

Solucion al 10%: 10g/100mi.

Agregar la solucidn de azlcar a la base para obtener una concentracion final

deseada de 0.5% o 1%. Cotocar 100mi de una solucién at 0.5% en un frasco
volumétrico de 1litro y agregar caldo basico rojo de fenol c.s.p. 1,000ml, mezclar bien.
1% flitro Colocar 100ml de una solucion al 10% en un frasco volumeétrico de un litro y
agregar caldo basico rojo de fenol ¢.s.p. 1,000m| mezclar bien.

H)

Méetodo de esterilizacion, medio basico de hidratos de carbono.
1. Filiracion (recomendada como el método de eleccidn).
a) Método del filtro de membrana (Millipore).
by Membranas, poros de 45u de diametro.
¢} Colocar asepticamente, en tubo de ensaye estéril aproximadamente 4 a
5mi.

2. Autoclave, dos métodos alternativos.
1. Método de preparacion.
a)Agregar a alicuotas de la base de rojo de fenol preparada no esterilizada, los
hidratos de carbono individuales elegidos.
b)Tubo de hidrato de carbono (medic basico) no esterilizado, 4 a Smi por tubo.
c) Unicamente a los tubos de glucosa, agregar tubo de Durham invertidos.

2. Método 1: 106-108°C, 10-12 Ibs, 15min.
a)Algunos hidratos de carbono soportan el autoclave sin descomponerse o con

pocas alteraciones.

b)No se aconseja someter a autoclave durante 15min. a los siguientes hidratos
de carbono: 1) lactosa 2) sacarosa 3) salina 4) xilosa 5) arabinosa 6) trehalosa 7)
maltosa.
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)
J)

3. Método 2: 121°C, 15lbs 3min.

a) Utilizado cuando el elemento tiempo es fundamental.

b) Deben efectuarse los controles ante de su utilizacidn con fines diagndsticos
para controlar su posible descomposicion.

Enfriar antes de su empleo y refrigerar para su conservacion (de 4 a 10°C).

Método de Inoculacion. _

a) Crecimiento de un cultivo puro de 18 a 24 horas. (AHK o cualquier ofro
cultivo conveniente).

b) Inoculo espeso.

1. Puede inocularse una bateria de hidratos de carbono con un solo inoculo.
2. Métodos de inoculacion.

a) Con isopo.

Para el isopo sobre el crecimiento de un cultivo en AHK u otro conveniente. EI
isopo sé habra humedecido previamente con solucion fisiolégica o caldo estéril
si el cuitivo se ha efectuado en un medio solido.

Asépticamente, pasar el isopo contra un costado de cada uno de los tubos de
hidratos de carbono, por encima del nivel del liguido. inclinar el tubo para que se
incorpore el inoculo. Sacudir suavemente cada tubo. No dejar que el liguido
salpique ia tapa del tubo (cierre de metal).

b} Con aguja o asa de inoculacion.

Pasar la aguja o el asa sobre el crecimiento de un cultivo AHK u ofro
conveniente. Si se trata de un caldo de cultivo, utilizar un asa de inoculacion.
Asépticamente, introducir la aguja o el asa en cada uno de los tubos de hidrato
de carbono. Agitar suavemente cada tubo. No dejar que el liquido salpique la
tapa del tubo (cierre de metal).

c) General, cualquier método de inoculacion,
Por lo comun es suficiente un solo inoculo para inocular una bateria de 10 a 8
hidratos de carbono. Cuando se inocula una bateria no hay necesidad de pasar
por la liama entre cada inoculacion. Cuando se utiliza una aguja o asa para
inocular una bateria con un salo inoculo, el traspaso de azucar de un tubo a otro
es tan infimo que no hay problema de que un tubo contengo una mezcla de
carbohidratos. Cuando se inocuie una bateria no es necesario observar en forma
apreciable él inoculo en cada uno de los tubos. Un solo inocuio espeso tornado
de un cultivo contiene millones de bacterias que son suficientes para inocular
cada tubo con un numero apreciable de bacterias necesarias para que se
produzca el metabolismo. Sin embargo, cuande se prueba una gran bateria de
hidratos de carbono, por ejemplo, 15 a 20 azdcares, puede ser necesario
emplear 2 a 3 indculos separados. En este caso, se pasara siempre por la llama
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la aguja o el asa antes de volver a introducirla en el cultivo. Si se utiliza un isopo,
se empleara uno nuevo para cada recoleccion del cultivo. Estas precauciones
evitan toda posibilidad de contaminacion del cuitivo, que podria necesitarse para
otras pruebas ¢ para subculitivos.

K) incubacion.
a) incubadora 35° C.
D) 18a24h. L
1. Puede ser necesaria una incubacion prolongada.
2. Puede ser necesaria una incubacién de hasta 30 dias para
considerar negativo un resultado.

V. RESULTADOQOS

Se hace por comparacidon con las folografias en colores de los libros de
bioguimica.

VL. INTERPRETACIONES

A) Medio de caldo con hidratos de carbono y rojo de fenol.
1. Posttivo.
a) Acido (A), pH 6,8.
b) Color amarillo
¢) Produccion de gas, variable.
2. Retardada.
a) Color anaranjado. Si no se tiene seguridad, comparar con el tubo no
inoculado.
b) Volver a incubar.
3. Negativa.
a) Alcalina.
b) Color rosa-rojizo.

Vil. PRECAUCIONES

A. Colectivamente los hidratos de carbono se denominan "azucares". Sin
embargo, muchos son en realidad alcocholes polihidricos. Cuando es un
azucar propiamente dicho la terminacion es "osa" mientras que los alcoholes
terminan con "ol". Por lo tanto, son ejemplos de azucares. lactosa, sacarosa,
maitosa, mientras gque dulcitol y manitol son alcoholes. Existen algunas
excepciones, como en ef caso del azucar salicina (glucosido).

B. La concentracion de los hidratos de carbono incorporados en el caldo basico
con rojo de fenol es comunmente 1%.
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C. El grupo mutans fermenta diferentes azucares como se estipula en el
diagrama de Loesche.

3. PRUEBA DELACATALASA

L PRINCIPIO
Comprobar la presencia de la enzima catalasa

Il. OBJETIVO

A) Utilizada originariamente para diferenciar entre los géneros.
1. Streptococeus (-) del Micrococcus yio Staphviococcus (+).
2. Bacillus (+) del Clostyidlum
3. Listeria monocytogenes (+) ylo Conne bacteuum (+) del Ervsipelothrix
Excepciones:
a) Corynebacterium pyogenes (-)
b) Corynebacterium haemoliticum (-).

B) Ayudar a la diferenciacion de especies: Moraxella bovisi (-) y Moraxella kingii
de otras especies de Moraxella (+).

i1l. BASES BIOQUIMICAS

la enzima catalasa se encuentra en la mayoria de las bacterias aerdbicas v
anaercobias facultativas que contienen citocromo; 1a excepcidn principal es el
Streptococcus. Por o general, los organismos que no poseen el sistema citocromo
carecen también de la enzima catalasa y por lo tanto no puede descomponer el
peréxido de hidrogeno. La mayoria de las bacterias anaerobias (por ejemplo, especies
de Clostridium) poseen la enzima peroxidasa en lugar de la catalasa. Sin embargo,
Doelle afirma que la prueba de la catalasa no es especifica y puede mterferlr en la
accién de las enzimas peroxidasas.

Tanto las catalasas como las peroxidasas enfran en la clasificacion enzimatica
general de "hidroperoxidasas".' La catalasa es una hemoproteina; el grupo prostético
estd formado por cuatro atomos de hierro trivalente (Fe+ + + -férrico) por molécula que
retiene su estado oxidado durante la actividad enzimatica.

La descomposicion del perdxido de hidrogeno se praduce a través de la accidon
de las enzimas:

1) catalasa (oxidoreductasa dei peréxido de hidrogeno), y

2) una peroxidasa, nicotinamida adenindinucleotico fosfato (NADH) reducido,

citocromo ¢, o glutatién. En la descomposicién de peréxido de hidrogeno una
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molécula actla como el sustrato y la otra como donador; el sustrato reducido
por los atomos de hidrogeno cedidas por el dador, da como resultado un
sustrato reducido y un dador oxidado.

Otros compuestos, aparte del peroxido de hidrogeno, que pueden ser sustratos
utilizados por la catalasa, son: varios alcoholes (por ejemplo, etanol), formaldehido
hidratado (H2C(OH)2), acido nitroso (NO2H), y acido formico (HCOOH). También
pueden usarse sustratos inespecificos como las aminas aromaticas, fenoles y acidos
aromaticos. La enzima catalasa puede emplearse él perdxido de hidrogeno para oxidar
los alcoholes metilicos (CH3O0H) vy, etilico (C2HS50H), cediendo sus correspondencias
aldehidos. El pH optimo para la actividad de la catalasa es 7.

IV. REACTIVOS
A) Perodxido de hidrogeno, 30% (Superoxal).
1. Conservar en frasco color caramelo. Evitar la innecesaria exposicion a

la luz,
2. Mantener continuamente refrigerado cuando no se usa.

B) Buffer fosfato (M/15), pH7
1. Ingredientes

a) Fosfato monopotasico (KH2PO4) anhidrido 1,361 g
b) Fosfato disodico (NagHPoa) anhidrido 1,420 g
¢) Agua destilada 1.000 mi

2. Método de preparacion.

3. Agregar las sales a un pequefio volumen de agua destilada (hervida vy
enfriada antes de su uso) en un frasco volumétrico de un litro. Disolver por
agitacién y agregar agua destilada hervida c.s.p. 1000m! Tween 80, 10%.
Control de calidad: El perdxido de hidrogeno debe ser controlado con cultivos
positivos y negativos conocidos, antes de su uso general.

El Staphylococcus aureus y cualquier especie de Streptococcus son buenos
controles, ya gue se obtienen facilmente Y su conservacion en cultives madre no crea
problemas. S. aereus, prueba fuertemente positiva; especies de .Streptococcus, prueba
negativa. A excepcion del S. sobrinus que es catalasa positivo.

V4 METODOS

A} Pruebas de la catalasa de rutina, a la temperatura del ambiente (250 C).
1. Metodo del portacbjetos, procedimiento recomendado.

a)} Con una aguja de inoculacion recoger el centro de una colonia pura de
18 a 24 h y colocar sobre un portaobjetos de vidrio limpio.

b) La prueba no podra aplicarse si el agar sangre es introducido en el
H-0->

¢) Agregar una gota de H,02 al 30 % sobre el organismo dei portaobjetos.
Usar un gotero o una pipeta de Pasteur.
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d) No invertir el orden del método porque pueden producirse resultados
falsos positivos.
e) No mezclar con la aguja o el asa de inoculacidn. No es necesaria la
mezcla del cultivo y el H20,
f) Observar la inmediata formacion de burbujas (liberacién de gas) y
registrar el resultado.

g) Desechar el portaobjetos poniéndolo en un desinfectante.

2. Método en tubo de ensayo.
a) Agregar directamente 1 m! de H;02 al 3% a cultivo puro de agar en pico
de flauta, densamente inoculado.
b) No utilizar un medio de cultivo agar sangre.
c) Observar la inmediata formacion de burbujas (liberacion de gas) y
anotar el resultado.

VI RESULTADOS
Los resultados se comparan contra las fotografias de los libros especificos.

Vil. INTERPRETACION

A) Prueba positiva: formacion inmediata de burbujas bien visibles {formacién de
O2).

B) Prueba negativa: no hay formacién de burbujas. (no se forma O,).

4. PRUEBAS DE LOS DEG%RB'OXIL’A$W8 (LISINAFORNITINA-ARGININA)

L PRINCIPIO

Medir la capacidad enzimatica, de un organismo para decarboxilar un
aminoacido para formar una amina, con la consiguiente alcalinidad.

Il.  OBJETIVO

A) lLas pruebas de las decarboxilasas se emplean fundamentalmente para
determinar grupos bacterianos entre las Enterobacteriaceae.
B) Los aminoacidos decarboxilados son la lisina, la ornitina y la arginina.

1. Arginina-deshidrolasa.
a) Ayudar a la diferenciacion de las especies: Enterobacter cloacae (+) de
otras especies de Enterobacter {generalmente -).
b) Ayuda a la identificacion de las Pseudomonas.
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i. BASES BIOQUIMICAS

LLa decarboxilacion es el proceso por ef cual las bacterias que poseen enzimas
decarboxilasas especificas son capaces de atacar a los animo &cidos en su grupo
carboxilo (-COOH), dando una amina ¢ una diamina y anhidrido carbdnico.

Las enzimas decarboxilasas son numerosas y cada una es especifica para un
sustrato determinado. En un laboratorio de bacteriologia clinica, las tres decarboxilasas
importantes  utilizadas para la identificacion bacteriana son lisina, la ornitina y la
arginina. Estas decarboxilasas son enzimas adaptativas o inducidas; son formadas por
un organismo solamente cultivadas en un medio &cido en presencia de un sustrato
especifico, v los productos de la decarboxilacidn provocan una desviaciéon del pH hacia
la alcalinidad. La decarboxilacion esta limitada a aguellos aminoacidos que poseen por
lo menos un grupo quimicamente activo que no sea una amina (-NH,) o un grupo
carboxilo (-COOH), 13 vy, la descomposicion de los aminodcidos se produce
anaerobicamente. El proceso de decarboxilacion es irreversible, no oxidativo, y requiere
una co - enzima comuin, el fosfato de piridoxal.

En el sistema de la decarboxilasa, Ja L-arginina sufre la decarboxilacién para dar
agmatina, una molécula mas grande gue la putrescina, que no puede ser considerada
el producto final en el catabolismo de la arginina por las bacterias vivas. Una nueva
descomposicion de la agmatina se produce por una de dos vias. La accién catalitica de
la enzima agmatinasa desdobla la agmatina en dos compuestos, putrescina y urea.  Si
sé encuentra la enzima ureasa, es también catabolizada para dar dos moléculas de
amoniaco (NHs} anhidrido carbénico (C0;). Moller hallé que la putrescina no sufre una
nueva descomposicion de grado demostrable. '

Este mismo autor comprobd también que todas las cepas de las Enferobacteriaceae
producen la enzima agmatinasa y por lo tanto muestran un enérgico catabolismo de |a
agmatina, dando putrescina y urea, o putrescina y 2NHz y CO, si también se encuentra
presente la enzima ureasa.

La agmatina es catabolizada por la enzima agmatina-deshidrolasa en putrescina.
CO2 y NH3, por medio de un compuesto intermediario, monocarbamil putrescina, que
se encuentra en los organismas Streptococcus faecalis.

En el sistema dehidrolasa, la descomposicion de L-arginina, seguido por un segun
lo han demostrado Knivett, Slade Slamp, y Oginsky y Gehring se produce en un
proceso de dos etapas: primero una descomposicion de ia L-arginina en L-citrulina,
seguido por un proceso de desdoblamiento de Ia citrulina.  La reaccion general
produce fa formacion de la L-ornitina, CO” y NH3 del sustrato L-arginina.

Si un organismo es capaz de descomponer la L--arginina en L-ornitina por el sistema
dehidrolasa, por la accién catalitica de la ornitina-decarboxilasa, ia L-ornitina es
nuevamente degradada en putrescina y anhidrido carbonico. Sin embargo, para
determinar |a presencia de una ornitina-decarboxilasa debe llevarse a cabo una prueba
separada, utilizando solamente el sustrato aminoacido L--ornitina.  Es imposible
determinar la degradacion de la argining, y la ornitina en una sola prueba.
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Cuando el desvio del indicador del pH hacia la alcalinidad es rapido y enérgico, elio
indica que el catabolismo de la L-arginina sé debid al sistema de la arginina-
dehidrolasa. Un desvio del pH més lento y mds débil sin formacién de amoniaco se
produce cuando la L-arginina es degradada solamente por el sistema de la arginina-
decarboxitasa. Sin embargo, el factor tiempo no es confiable como método para
determinar el ciclo utilizado.

IV. MEDIOS EMPLEADOS

A) Producto comercial DIFCO.
Método de preparacion. Pesar la canfidad con exactitud, tal como se indica en
el prospecto.
a) Rehidratar con agua destilada y/o desmineralizada.
by Calentar suavemente hasta la disolucion.
c) Agregar 10g (concentracién al 1%) del aminoacido deseado.
(Monocicrhidrato de L(+)-arginina al 1%,).
d) Un tubo de aproximadamente 4 a 5 mi por cada tubo con tapa a rosca.
B) Método de esterilizacion
a) Autoclave.
b) 121° C, 15 libras, 15 min.

C) Enfriar, ajustar las tapas de rosca y refrigerar para su conservacion (4-10°C).

) Inoculacion,

Crecimiento de un cultivo puro de 18 a 24h: AHK o placas de agar sangre.

a) Inoculo liviano.

b} Con cada bacteria de aminoacidos en proceso de investigacion, se inoculara
un tubo de control sin aminoacidos: un tubo C, control; A, arginina.

c) Cubrir todos los tubos incluyendo el de control, con 2 o 3 ml de parafina o
vaselina estéril. En estas condiciones el oxigeno del medio es consumido por
los microorganismos y esto cantrola el pH.

E) incubacion.
a) 35°C.
b) 24 horas a 4 dias, con examenes diarios. A veces se necesita una incubacion
prolongada, de 6 a 10 dias 0 mas, para demostrar reacciones débiles debidas
a la escasa actividad decarboxilasa de un organismo.

Vi. RESULTADOS

Los fotografias en colores de los resultados pueden verse en los libros de
bioguimica contra los que se hace la comparacion.
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VIl. INTERPRETACION

Cualquier aminoacido da los mismos resultados en color: ejemplo, la lisina-
decarboxilasa.
A. Prueba positiva; purpura turbio a un parpura amarillento apagado (producido
por {a cadaverina).
B. Prueba negativa: color amariilo claro y briliante (solamente fermentado por la
glucosa).

5. PRUEBA DEL ROJO DE METI

1 PRINCIPIO

A. Comprobar la capacidad de un organismo de producir y mantener estables
los productos terminales acidos de la fermentacién de la glucosa, y vencer la
capacidad amortiguadora dej sistema.

B. Es una prueba cualitativa de la produccidn de acido (determinacion del pH);
algunos organismos producen mas acides que otros.

Il. OBJETIVO

A) Ayudar a la diferenciacion entre los géneros.

1. Escherichia coli (+) del Enterobacter aerogenes (-), Enterobacter cloacas (-) y
Klebsiella (por lo general -).
2. Especies de Yervznia (+) de ofros bacilos no entéricos gram negativos

B) Ayudar a la identificacidn de la Lisferia monocytogenes (+).

Il. BASES BIOQUIMICAS

La prueba del rojo de metilo (RM) se basa en el empleo de un indicador del pH, rojo
de metilo, para determinar la concentracion de iones hidrégeno (pH) presente cuando
un organismo fermenta la glucosa.” La concentracion de hidrogeniones depende de la
relacion gaseosa (CO2 vy, H2), que a su vez es un indice de los diferentes ciclos del
metabolismo de la glucosa que muestran diversos organismos. Las diferentes formas
de fermentacion se deben a variaciones en las enzimas vinculadas con el metabolismo
det acido pirdvico que se encuentran en el arganismo.

Todos los miembros de las Enterobacteriacea son, por definicidn, fermentadores de la
glucosa. En el caldo RM/Voges-Proskauer (VP), después de 18 a 24 h de incubacion,
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ia fermentacion resultante da productos secundarios metabdlicos acidos; por o tanto,
inicialmente todos los entéricos daran una reaccion positiva con el rojo de metilo.  Sin
embargo, después de mas tiempo de incubacion como lo exige la realizacion de la
prueba (de 2 a 5 dias), aquellos organismos que son rojos de metilo positivos contintan
produciendo- mas acidos, y dan como resultado un bajo pH terminal, venciendo al
sistema amortiguador de fosfato, y manteniendo un medio acido (pH: 4,2 o menos).

Los organismos rojos de metilo negativos continlan metabolizando los productos
iniciales de la fermentacidn por decarboxilacién, produciendo acetiimetilcarbino
(acetoina) neutro, lo gue da un pH elevado terminal que disminuye |a acidez del medio,
elevando el pH hacia la neutralidad (pH 6 o0 mas).

Los organismos rojos de metilo positivos también producen acidos estables,
manteniendoc una alta concentracidén de iones hidrégeno hasta alcanzar cierta
concentracion y entonces cesa toda actividad.

Los organismos rojos de metilo negativos tambien producen acidos (acético,
lactico y formico), pero tienen una menor concentracidén de iones hidrdégeno porque hay
una reversién hacia la neutralidad debida a la nueva degradacion de los acidos
organicos en carbonatos, y al anhidrido carbonico, y posiblemente a la formacidon de
compuestos de amonio por las proteinas que se encuentran en el medic. Asimismo,
por debajo de un pH de 6,3, el &cido acético es convertido en acetoina y 2,3-butanediol,
productos finales neutros; cesa ia produccion de H, mientras que aumenta la
acumulacion de CQ,. La validez de la prueba del rojo de metilo depende de un tiempo
incubacion suficiente como para permitir que se produzca la diferencia en el
metabolismo de la glucosa. Los organismos en estudio se incubaran por o menos 2
dias a 35-37°C lo que permite que todos los organismos con baja proporcion gaseosa
(RM +) muestren su limite en la concentracion de iones hidrogeno bajo pH terminal),
mientras que los que tienen una alta relacién gaseosa (RM -} mostraran una menor
concentracion de hidrogeniones (alto pH terminat).

V. MEDIO EMPLEADO: MEDIO DE CLARKY LUBS (CALDO RM/VP), pH 6.9

A) Ingredientes.

a) Polipeptona o peptona amortiguada. 79
b) Dextrosa {glucosa) 5g
c) Fosfato de potasio (K2HPQ4) (buffer) 5g
¢ Agua destilada 1000mi
B) Productos comerciales.
a) BBL.
b) Difco.

C) Metodo de preparacion
a) Pesar exactamente las cantidades, de acuerdo con las indicaciones del prospecto
Los diferentes productos pueden
b) variar ligeramente.
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c) Rehidratar con agua destilada o desmineralizada.
d) Calentar suavemente hasta disolucién.
e) Distribuir en tubos, aproximadamente 5mi por tubo esteril

D) Método de esterilizacion.
a) Autoclave.
b) 121°C, 15 libres, 15min.

E) Enfriar antes de su empleo y refrigerar para su conservacion (4-10°C)

F) fnoculacion.
a) Minimo absoluto.
b) 35°C

c) 48 h.

d) Recomendada.
e) 30°C

f) De 3 a5 dias.

G)  Agregar indicador del pH rojo de metilo directamente a una alicuota incubada antes d
intentar la interpretacion.

V. REACTIVO EMPLEADO: INDICADOR DEL pH ROJO DE METILO

A) Método de preparacion.
1. Disociver 0, 1 g de rojo de metilo en 300 mi de alcohol etilico de 95°.
2. Agregar 200 m| de agua destilada a la mezcla alcohol - indicador.,

B) Método de utilizacion.

1.El medio inoculado de Clark y Lubs se emplea también para la reaccion de
VP, gue se determina después de 24 a 48 h de incubacion.

2. Asepticamente, con pipeta, retirar una alicuota de 2,5 ml para Ia
determinacion del rojo de metilo.

3.Agregar 5 gotas del indicador rojo de metilo a la alicuota.

4 interpretar el resultado de color inmediatamente.

C) Conservacion: Guardar el reactivo en un refrigerador (4°C) mientras no se
usa.

D} Quimica de ia accion del reactivo: El rojo de metilo es un indicador que ya es
acido e indicara los cambios en el grado de acidez por reacciones de color, en
una escala de pH 4.4 a 6. Con un pH de 4.4 0 menos en el medio, el reactivo se
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mantiene rojo, mientras gue con disminucidn de la acidezy con un pH de 6, el
indicador rojo de metilo vira a un color amarillo, que denota asimismo acidez, pero
la concentracion de iones hidrégeno es mucho menor. ConunpHde 5a 58 se
producen diferentes tonalidades de anaranjado.

VL. RESULTADOS

Se contrasta contra las fotografias en colores de los libros de biogquimica.
V. INTERPRETACIONES

A. Prueba RM positiva: el cultivo es lo suficientemente acido como para permitir
que el reactivo rojo de metiilo mantenga un deflmdo color rojo (pH: 44) en la
superficie de medio.

B. Prueba RM negativo: color amarillo (pH: 6) en la superficie del medio.

C. Reaccion retardada:; color anaranjado. Continuar ia incubacion hasta 4 dias
y repetir ia prueba.

D. El grupo mutans es negativo a esta prueba.

6. REACCION DE LA UREASA -

. PRINCIPIO
Determinar la capacidad de un organismo de desdoblar la urea, formando dos
moléculas de amoniaco por accién de la enzima ureasa.

il OBJETIVO

A} Esta actividad enzimatica es caracteristica de todas las especies de Proteus, y
se usa sobre todo para diferenciar los organismos Proteus rapidamente ureasa
positiva de otros miembros de las Enterobacteriaceae; otros géneros pueden ser
positivos retardados.

1. Klebsiella (+) de Escherichia (-).
2. Proteus (+, rapido) de Providencia (-).

B} Ayudar a la diferenciacion de especies.

1. Bordetella pertussis (-) de B. parapertussis (+)y B. bronchiseptica (+).
2. Moraxella phenvpyrouvica (+) de otras especies de Moraxella,
3. Pasteurella pneumotronica (+) y P. ureae (+) de P.muitocida (-) y P.
haemolytica (-).
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4. Yersinia pestis (-) de Y. Pseudotuberculosis (+) y Y. Enterocolitica (+).

C) Ayudar a ia identificacion de:

1. Bacilliis lentus (+).
2. Pseudomonas cepacia (F. mult:vorans ) (+).

Ih. BASES BIOQUIMICAS

El sustrato urea es una diamida del acido carbbnico, a la que frecuentemente se
menciona como carbamida. Todas las amidas (RCO-N H2) son rapidamente
hidrolizadas. La hidrdlisis de Ia urea es catalizada por una enzima especifica, la ureasa,
para dar dos moléculas de ameniaco. En solucidn, la urea se hidroliza, dando carbonato
de amonic como producto final. -

La ureasa es una importante enzima microbiana wvinculada con la
descomposicion de los compuestos organicos. Las enzimas bacterianas se clasifican en
constitutivas o adaptativas. Una enzima adaptiva o inducida es aquella que es
producida por una bacteria solamente cuando se encuentra presente su sustrato
especifico. La ureasa es considerada una enzima constituida dado que es sintetizada
por ciertas bacterias sin tener en cuenta la presencia o ausencia de su sustrato, la
urea.

Existen dos grandes divisiones de las enzimas: 1) hidroiazas, que estan
vinculadas con {a hidrdlisis {(agregado de agua) de los ésteres, hidratos de carbono,
proteinas y amidas, 2) las gue estan relacionadas con diversas reacciones de
oxidacién-reduccion.

La ureasa se clasifica como una amidasa, catalizando la hidrdlisis de las amidas.
Openheimer incluye en las amidas a todas las enzimas que son capaces de romper, por
hidrdlisis, el enlace entre el nitrdgeno y el carbono. En el caso de 1a ureasa, el nitrdgeno
es disociado en amoniaco (NH3). La ureasa (o urea amidohidrolasa) actua sobre los
enlaces C-N del compuesto, con excepcion de los que contienen enlaces peptidicos.

E! pH dptimo para la actividad de la ureasa es 7.

IV. MEDJOS EMPLEADOS: Caldo de urea de Rustigian y Stuaart pH: 6.8

A) Ingredientes (medio general).
1.Fosfato monopotasico (KH2P0O4) 9.1g
2.Fosfato de sodioc (Na2HPO4) 9.5g
3.Extracto de levadura. 0.1g
4.Urea maxima pureza, 20%) 20g
5.Rojo de fenol 0.01g
6.Agua destilada 1000m!

Indicador del pH: rojo de fenol.
a) Acido color amarillo, pH: 6.8
b) Alcalino: color rojo rosado, pH: 8.4.
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¢) Medio no inocuiado: 1) pH: 6.8: 2)color amarillo anaranjado.

B) Productos comerciales.
a) Difco caido de Urea.
by BBL: caldo para la reaccion de la ureasa.

C) Método de preparacion.
a) Pesar las cantidades exactamente, de acuerdo con las indicaciones.
by Rehidratar con agua destilada o desmineralizada.
¢) No calentar para disolver. L.a urea se descompone con el calentamiento.

) Método de esterilizacion recomendado.
a) Filtracién.
1. Método del filtro de membrana Millipore.
2. Membranas: 0.45 u diametro del poro.

E) Procedimiento.

a) Asépticamente distribuir en tubos aproximadamente 3mi por tubo estéril.

b) Si el medio es preparado ¢ inoculado inmediatamente, no es necesaria la
filtracidn, pueden obtenerse resultados confiables.

c) El medio basico puede ser rehidratado en 900m| de agua destilada y
esterilizado en autociave a 121°C a 15 libras durante 15 minutos. Mientras sé
esta enfriando se agregan 100ml| de una solucién de urea estéril (filtrada) al
20%, y se distribuye en tubos (en volimenes de 3ml por tubo estéril).

F) Dejar enfriar antes de su uso y refrigerar para su conservacion (4-10°C).

G) Inoculacion.
a) Crecimiento de un cultivo puro de 18 a 24 h (AHK u ofro cuitivo ade(:uado)
by Inoculo denso: la cantidad recogida con el asa de inoculacién (de 2mm) tres
veces.
¢) Agitar suavemente el tubo para lograr la suspension de bacterias.

H}  Incubacién.
a) Incubadora o baho de agua a 35°C.
y Observar las reacciones despues de 8, 12, 24, y48 hde |ncuba0|on
c) Con el cambio de la temperatura se producen cambios en la velocidad de la
produccion de la ureasa.

V. RESULTADOS
E! grupo mutans es negativo a este cultivo.

VI. INTERPRETACIONES

1. Reaccién positiva
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a) Color rojo rosado intenso en todo el caldo.
b) Solamente especies de Profeus

2. Reaccidn negativa: no se produce cambio de color (amarilio anaranjado)

Referencia:
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