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RESUMEN

Los objetivos de este trabajo de investigacion fueron, determinar mediante
meétodos fenotipicos la composicion de la microbiota oral de pacientes
pediatricos con denticibn decidua o mixta, y con presencia de actividad
cariogénica.

Se realizd la toma de muestras de los dientes con caries, (primeros y
segundos molares temporales y/o primer molar permanente), de 12 pacientes
pediatricos de ambos sexos, que acudieron a la Clinica de Odontopediatria de
la Facultad de Odontologia, UNAM.

Se realiz6 la siembra de los microorganismos, obtenidos de las muestras, en
distintos medios de cultivo, (Agar Gelosa Sangre, Mitis Salivarius, Manitol
Salado, Dextrosa Sabouraud, Macconkey y EMB); posterior a la incubacion
durante 24 h a 36 + 1 °C, se realiz6 el analisis microscépico de las colonias
por medio de tinciones de Gram (bacterias) y azul de lactofenol (hongos). Asi
mismo se realizaron pruebas bioquimicas de catalasa y oxidasa; todo esto
para determinar desde la morfologia y agrupacion de los microorganismos,
asi como su metabolismo y con esto lograr identificar fenotipicamente su
género y/o especie.

Como resultados obtuvimos que Streptococcus mutans es el que prevalece
en mayor cantidad en ambas denticiones, asi como Streptococcus milleriy S.
pyogenes. Se encontrd que el Lactobacillus tiene gran influencia en caries de
distintos grados, solo en denticion temporal. El género Staphylococcus se
encuentra presente en mayor prevalencia en denticion mixta.

Las interacciones de hongos (Candida sp.) y bacterias son generalizadas para
ambas denticiones y ambos sexos, por la presencia de placa dentobacteriana
y el aumento como consecuencia de actividad cariogénica.



INTRODUCCION

El ser humano cuenta con una microbiota propio que adquiere desde su
nacimiento, esto se debe por la exposicion a distintos microorganismos, a
través del contacto en primera instancia, con la madre, y después con otros
individuos y el medio ambiente en general (1). La cantidad y agrupacion de
microorganismos en el cuerpo humano, sobre todo en cavidad oral, puede ser
variado, principalmente por caracteristicas como el sitio de colonizacion, tipo
de ecosistema microbiano o por procesos exégenos (1).

El estado de salud es la situacion de inmunidad y resistencia ante una
determinada enfermedad, este significado se asocia en los dientes, a su
condicion de fortaleza o resistencia ante las enfermedades bucales como la
caries dental (2). Como se ha venido estudiando, la caries dental es una
enfermedad infecciosa, transmisible, producida por la concurrencia de
bacterias especificas, que se caracteriza por un desequilibrio bioquimico (3).

Segun la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), es un proceso localizado
de origen multifactorial, que se inicia después de la erupcion dentaria,
determinando el reblandecimiento del tejido duro del diente y que evoluciona
hasta la formacion de una cavidad (4). Existen teorias en las que se habla
sobre la conformacion de la caries dental, la mas utilizada es la de Keyes,
quien definié la caries como “una enfermedad multifactorial”’, desarrollando
posteriormente la triada ecoldgica que llevaria su nombre. Segun esta teoria,
existen tres factores implicados en el proceso de la caries dental: el huésped,
la dieta y la placa dental. Posteriormente, Newbrum en 1987 afiade un cuarto
elemento a esta triada: el tiempo (5).

La biopelicula dental, es una estructura compuesta por células microbianas
envueltas en una matriz, constituida por polisacaridos. La presencia de las
biopeliculas orales genera gran importancia para mantener la homeostasis en
la cavidad bucal, manteniendo estable la microbiota oral, aun cuando el medio
sea variable, es decir, dando como resultado un balance dinamico, sostenido
por una serie de interacciones, tanto sinérgicas como antagonicas, entre los
diferentes grupos microbianos. Estas interacciones incrementan el
catabolismo de nutrientes enddgenos (proteinas y glicoproteinas) y proveen
proteccion a través del mantenimiento de un medio local favorable.

Las bacterias presentes en la biopelicula dental llevan a cabo una serie de
procesos bioquimicos, la principal fuente de energia para realizarlos, son los
azucares, como, por ejemplo, en la ruta metabodlica donde mas se utiliza esta
fuente de energia, es la glucolisis. en ella se genera la sintesis de compuestos,
como los acidos organicos, al sintetizarse una gran cantidad de acidos, se
produce contacto con las superficies minerales del diente los cuales
reaccionan con la hidroxiapatita produciendo disolucion de este compuesto, y
dando lugar a la caries dental (1).



ANTECEDENTES

La colonizacion y formacion de las biopeliculas son una serie de procesos muy
organizados; la primera fase llamada de adhesion es cuando las bacterias
llegan a la superficie y se adhieren a ella de manera irreversible, por medio de
la union de las adhesinas bacterianas con receptores, generalmente proteicos
presentes en la superficie. La segunda etapa, es llamada proceso de
colonizacion y crecimiento, en esta fase las bacterias inician la produccion de
la matriz de sustancia polimérica extracelular, lo que permite la formacion de
las micro colonias, el crecimiento de la poblacion microbiana. La tercera etapa,
comprende la maduracion de la biopelicula, y el establecimiento de la
morfologia particular de las microcolonias.

Toda formacion de biopelicula ésta influenciada por tres factores; en primer
lugar, las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato o la superficie, en
segundo lugar, encontramos, las caracteristicas del medio acuoso que estara
en contacto con la biopelicula; y, en tercer lugar, las caracteristicas de las
mismas bacterias (6).

Como se ha descrito en la literatura, la representacion y conformacion de la
biopelicula dental fue descrita por vez primera, a partir de los estudios de
Socransky et al., quienes determinaron que las asociaciones especificas entre
las bacterias presentes serian denominadas, como complejos bacterianos.
Los complejos bacterianos, son la esquematizacion de la secuencia de como
se coloniza la superficie dental, hasta formar la placa dentobacteriana (6). Se
dividieron en 5 complejos, los cuales son:

Complejo amarillo: formado por especies del género Streptococcus; por
ejemplo, S. sanguinis, S. mitis, S. gordonii y S. intermedius.

Complejo verde: encontramos especies como Capnocytophaga gingivalis, C.
ochracea, C. sputigena, Campylobacter concisus, Eikenella corrodens y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Complejo morado: formado por las especies de Veillonella parvula y
Actinomyces odontolyticus.

Complejo azul: en él encontramos a Actinomyces sp.

Complejo naranja: se encuentran los colonizadores secundarios o puente
como: Fusobacterium sp. y subespecies como Parvimonas micra, Prevotella
nigrescens e intermedia; Campylobacter rectus, gracilis y showae,
Eubacterium nodatum y Streptococcus constellatus.

Complejo rojo: O también llamado de los periodontopatogenos, en él se
encuentran: Tannerella forsythia, Porphyromona gingivalis, y Treponema
denticola.



En la colonizacion oral, se han establecido periodos o “ventanas de
infectividad”, en las cuales se van adquiriendo poco a poco microorganismos.
Se ha reportado que individuos con caries, las especies de Streptococcus
mutans, Lactobacillus fermentum, L. gasseri, L. salivarius; Actinomyces
naeslundii, A. odontolyticus, A. viscosus y A. gerencseriae son las mas
frecuentes (3).

Para que se pueda formar el proceso carioso, es necesario que los
microorganismos cumplan con caracteristicas como tener capacidad de ser
acidogénicos, aciduaricos y acidofilicos (3). Se sugiere que S. mutans, es el
principal y mas virulento microorganismo, responsable de la caries dental.
Este microorganismo solo se detecta tras la erupcidon de los dientes
temporales, principalmente en las fosas, fisuras y fosetas de los molares, pues
se adhiere a la placa dentobacteriana que se comienza a formar en las
estructuras dentarias. La ventana de infectividad de esta especie varia entre
los 19 y 31 meses de edad (4). Asi mismo, el género Lactobacillus sp,se ha
asociado a caries de fosas y fisuras, como invasor secundario, gracias a las
uniones fisicas. En sujetos pediatricos edéntulos se pueden encontrar este
microorganismo junto con S. mutans (7).

El componente bacteriano de las comunidades orales se ha caracterizado
ampliamente, por la mayor presencia de estas especies de microorganismos,
sin embargo, el papel de la microbiota fingica dentro de cavidad bucal es en
gran parte desconocida (8). Las interacciones entre hongos y bacterias
pueden influir en la salud oral, pues sabemos que, en boca, Candida sp. se
aisla de las superficies mucosas y de la placa dental supra e infragingival en
mas de la mitad de los pacientes. La caries esta intimamente relacionada con
la presencia de la biopelicula dental o “placa dental” de la que Candida suele
formar parte. Existe evidencia de la relacién sinérgica entre Candida albicans
y Streptococcus oralis (8).

Los microorganismos pueden estar dentro de cavidad oral de forma comensal,
sin embargo, también pueden ser transmitidas a ella y generar un mayor
namero de colonizadores. Las transmisiones pueden ser, verticales, desde la
saliva de la madre hacia el hijo, al momento de probar los alimentos y besos
en la boca. La transmisién horizontal, consiste en la transmisién de los
microorganismos, entre los miembros de un grupo, ya sea comparieros de la
guarderia, familiares, o incluso personas que cuidan por mayor periodo de
tiempo a los infantes (4).

Para analizar la microbiota oral, tenemos diversos métodos que nos ayudan a
determinar el género y especie de los microorganismos que conforman dicha
microbiota. Los métodos fenotipicos, incluyen: cultivo de microorganismos en
medios liquidos, sélidos o semisdlidos; tinciones y observacion al microscopio,
asi como pruebas bioquimicas para determinadas especies (9).



MARCO TEORICO
CAPITULO 1 CARIOLOGIA

1.1 Definicién de caries dental

La caries dental se define como una enfermedad infecciosa de origen
multifactorial, causada por una gran cantidad de microorganismos, que va a
afectar a los tejidos duros del diente, dando lugar a cavitaciones y pérdidas
dentarias. Su velocidad de progresion depende de varios factores asociados,
tales como habitos dietéticos, costumbres familiares o factores genéticos,
entre otros. Es originada mediante un proceso dindmico conocido como
desmineralizacion-remineralizacion, por lo que actuando en fases precoces es
posible evitar su progresion (7).

La caries dental se considera un proceso dindmico cronico, infeccioso,
transmisible y multifactorial que se caracteriza por la destruccion de los tejidos
duros del diente, y progresa lentamente con el tiempo, con la subsecuente
pérdida de minerales de la superficie dental. Esto se refleja clinicamente como
una opacidad del esmalte, que puede evolucionar a grandes cavidades, que
comprometen la dentina, el cemento y la pulpa dental, hasta la destruccion
total del diente (11).

La caries, segun la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), es un proceso
localizado de origen multifactorial, que se inicia después de la erupcion
dentaria, determinando el reblandecimiento del tejido duro del diente y que
evoluciona hasta la formacioén de una cavidad (4). Considerada como una de
las principales enfermedades bucales de mayor prevalencia, pues el 90 % de
la poblacion ha sido afectada, siendo los individuos entre cero y quince afios,
los de mas alto riesgo de contraerla (2).

Se puede clasificar en cuanto a su:
e Profundidad

o Esmalte; afecta al primer tejido duro del diente sin 0 con ruptura
de la superficie externa.

o Dentinay Esmalte, presencia de tejido carioso en esmalte como
en dentina superficial.

o Esmalte, Dentina y Pulpa; la afectacion de la caries abarca los
dos primeros tejidos, y al momento de retirarlo existe
comunicacion pulpar (2).

e Localizacion

o Caries de fosas y fisuras, localizadas en las caras oclusales de
premolares y molares, caras palatinas de dientes anteriores
superiores y molares superiores y en las caras vestibulares de
molares inferiores.
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o Caries en superficies lisas, localizadas en las caras proximales
por debajo de la relacion de contacto con el diente vecino y en
el 1/3 cervical de las caras vestibulares y linguales o palatinas.

o Caries en zonas radiculares, se inicia por debajo de la union
amelo-cementaria (2).

La caries dental es la enfermedad cronica, mas comudn entre los nifios y
adolescentes, y la que afecta de manera mas frecuente a la salud bucal y
general del infante (12). Existen diversas clasificaciones de acuerdo con la
edad en la que se presenta.

e Caries del nifio pequefo; es la aparicion en cualquier superficie
dentaria durante los primeros 3 afios de vida (13).

e Caries delainfanciatemprana; afecta a los dientes anterosuperiores,
en primera instancia, después se ven afectados los dientes posteriores,
primeros molares tanto del maxilar como de la mandibula (14).

e Caries del lactante; o bien nombrada como caries de la primera
infancia, segun la AAPD (Academia Americana de Odontologia
Pediatrica). La caries de la primera infancia, que afectan a los dientes
temporales segun su cronologia de erupcién, ataca fundamentalmente
a los cuatro incisivos superiores, primeros molares superiores e
inferiores y caninos inferiores, involucran a varios dientes en forma
rapida y ocasionan significativo desarrollo de caries en denticion
temporal y posteriormente en denticion permanente; se dice que los
nifios con caries de la primera infancia presentan el doble de dientes
cariados, obturados y perdidos a los 4 y 6 afios de edad, en relacién
con los que no las poseen (15).

La caries dental en nifios se puede desarrollar desde los 71 meses de edad,
puesto que hay presencia de érganos dentarios en boca, y un cambio
significativo en la dieta (16).

Entre los factores de riesgo mas importantes en la aparicion de la caries dental
en la poblacion infantil, se encuentran la mala higiene bucal y la ingesta de
azucares en la dieta (16). Desde el nacimiento, el amamantamiento es la
principal fuente de alimento, pero cuando se utiliza, sustituto de leche en un
biberén, la alimentacién del nifio, es potencialmente cariogénica, dado el
contenido azucarado de estas sustancias, la préxima erupcion de los dientes
temporales, y la ausencia de medidas higiénicas por parte de la madre hacia
el nifio; conforme avanza el tiempo, los dientes del menor, los cuales
presentan lesiones cariosas, que poco a poco seran mas severas, provocando
a largo plazo un dolor intenso en la dentadura del menor, asi como
disminucién en el desarrollo del infante por la dificultad al consumir alimentos
(16).
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Los alimentos son potencialmente cariogénicos a las estructuras del diente,
sobre todo por los siguientes aspectos referentes a las caracteristicas del
alimento; por ejemplo.

e Tipo, contenido y concentracion de azlcares, asociacion de la
sacarosa a otros carbohidratos fermentables, como la lactosa, cereales
y almidones, o a frutas acidas, la cantidad de minerales, la cantidad de
sustancias neutralizadoras del pH acido, la consistencia, el grado de
adhesividad, y otros concernientes a los individuos tales como:
preferencias alimentarias, frecuencia y momentos de consumo de
alimentos dulces y acidos, el tiempo en que éstos permanecen en la
boca, la eficiencia y el correcto uso de los aditamentos para la higiene
bucal (17).

Cabe mencionar que, en la comunidad infantil, todos estos factores se ven
condicionados por los padres, puesto que ellos son los que tienen una linea
directa con los habitos del menor (18).

Dentro de la microbiota relacionado a la caries en pacientes pediatricos,
encontramos a Streptococcus mutans, como uno de los mas sobresalientes,
Actinomyces gerencseriae, Bifidobacterium sp., Veillonella sp., Streptococcus
salivarius, Streptococcus parasanguinis, y Lactobacillus fermentum. A.
gerencseriae, es considerada como una de las especies que se encuentra
durante el inicio del proceso carioso, y Bifidobacterium sp, en el proceso de
caries profunda.

Como se menciond, la caries de la infancia temprana tiene una gran
importancia, pues afecta ambas denticiones, en la literatura se encontré que
detras del estudio de la microbiota durante este proceso carioso, existen cerca
de 139 especies, donde los grupos con mas frecuencia son: Granulicatella
elegans, Veillonella sp., Veillonella atypica, Neisseria flavescens vy
Campylobacter showae.

En dientes con alto indice de lesiones cariosas, Streptococcus mutans y
Corynebacterium clona AK153, se presentan en dientes deciduos, mientras
gue en dientes permanentes con caries de pacientes jovenes se hallaron,
especies del género, Propionibacterium, Leptotrichia clona GTO018,
Campylobacter gracilis, Selenomonas clona EY04 (1).
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1.2 Teorias de la caries dental

En 1960 Paul Keyes definié la caries como “una enfermedad multifactorial”,
desarrollando posteriormente la triada ecoldgica que llevaria su nombre.
Segun esta teoria, existen tres factores implicados en el proceso de la caries
dental: el huésped, la dieta y la placa dental. Posteriormente, Newbrum en
1987 afiade un cuarto elemento a esta triada: el tiempo (5).

En 1997, autores como Fejerskov, consideraba los factores responsables de
la caries en un grupo mucho mas amplio. Para él, ademés de los factores
anteriormente nombrados, a los que consideraba “factores primarios”, existian
otro tipo de factores que iban a participar de manera secundaria, ya que su
relacion con la placa bacteriana propiciaba la aparicion de una lesion; a éstos
los llamaba “factores moduladores” (5).

Placa dental: Es un depdsito de comunidades bacterianas inmersas en una
matriz extracelular de polisacaridos adheridos sobre la superficie del diente;
siendo una de las principales bacterias implicadas en la génesis de la caries
el Streptococcus mutans.

La dieta o el sustrato: Implicada de forma directa en la aparicion de caries. Se
debe a un consumo excesivo y frecuente de carbohidratos, entre ellos
fructosa, sacarosa y glucosa, que fermentan en la cavidad oral dando lugar a
la desmineralizacion progresiva del diente.

El huésped: Donde debemos tener en cuenta el diente (influye la posicion de
éstos en el arco dental, la anatomia de este y la calidad del esmalte o la edad
del diente; siendo este mas susceptible tras su erupcion y disminuyendo el
riesgo con la edad). Y la saliva, que también tendra un papel importante, ya
que va a proteger al diente gracias a sus propiedades antibacterianas y
componentes.

Esquema etiolégico de Keyes modificado
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Gottlieb y Frisbie, apoyan la llamada teoria de la protedlisis, que se basa en
la deteccion de proteinas en el esmalte humano (19).

La teoria de protedlisis-quelacién, que postula el ataque por bacterias orales
de componentes organicos del esmalte; los productos de degradacion
consiguientes poseen una capacidad quelante y, por tanto, disuelven los
minerales del diente (19).

La teoria quimico-parasitaria o acidogénica propuesta por Miller en 1890, fue
la teoria con mayor popularidad durante mucho tiempo y sigue vigente como
la més aceptada desde hace mas de 100 afios, donde explica que la caries
es causada por una disolucién de acido de la placa dental en la fase mineral
del diente, el acido es producido por un metabolismo de los carbohidratos y
por bacterias orales (19).

A pesar de que hay teorias sorprendentemente exactas sobre etiologia de
caries, vigentes por cerca de cien afos, persiste la imagen que ésta es
causada solamente por malos habitos dietéticos o tiene un origen
predeterminado genéticamente; aunque de hecho la caries dentaria esta
correctamente clasificada como una enfermedad infecciosa de curso cronico.
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CAPITULO 2 ETIOLOGIA MICROBIANA DE LA CARIES DENTAL

2.1 Caracteristicas Generales de Bacterias y Hongos

2.1.1 Bacterias

Cépsula: Es una envoltura externa, ubicada por fuera de la pared celular, de
tipo mucosa, que forma un gel que se adhiere a la célula, se puede localizar
tanto en las bacterias Gram negativas como Gram positivas (16).

Evita que se lleve a cabo la fagocitosis de las células, principal mecanismo de
defensa. Las bacterias que producen capsula forman en los medios solidos
colonias acuosas, mucoides (M) o lisas (S), en cambio, las cepas rugosas (R)
no producen capsula.

Membrana Plasmatica: También llamada membrana interna, es una
estructura delgada interna, que rodea el citoplasma celular, esta compuesto
principalmente por fosfolipidos y proteinas, en las células procariontes y en
los eucariontes, se encuentran también hidratos de carbono y esteroles, como
el colesterol.

En las células procariontes y eucariontes, se observa como una estructura de
doble capa formada por dos lineas oscuras, que es una bicapa lipidica, cada
molécula de fosfolipido contiene una cabeza polar, en ella encontramos
fosfato, y glicerol, es hidréfila e hidrosoluble, y la parte que pertenece a las
colas, tienen la caracteristica de ser, no polares, hidrofobicas, estan
organizadas de tal forma que la parte que pertenece a la cabeza, se localiza
hacia el exterior de la de las capas y la parte de la cola hacia el interior. La
funcién principal de la membrana plasmatica es que tiene permeabilidad
selectiva es decir actia como barrera de distintas sustancias, que entran y
salen de la célula (16).

Pared celular: Es una estructura semirrigida y compleja que determina la
forma celular; su funcién principal es evitar la ruptura de la célula bacteriana,
esto solo puede suceder cuando la presion hidrostatica intracelular es mayor
que la extracelular. Compuesta por un “red macromolecular’, llamada
peptidoglucano o mureina, es un polimero constituido por unidades repetidas
del mondémero formado por dos derivados de carbohidratos, N-acetil
Glucosamina (NAG) y N-acetil Muramico (NAM). Estas moléculas forman una
hilera que constituye el “esqueleto” de Hidratos de Carbono (12). Existen dos
tipos de pared celular, tanto para las bacterias Gram positivas y Gram
negativas.
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e Pared Celular de Bacterias Gram positivas

o Laestructura de la pared celular en las bacterias Gram positivas,
contiene varias capas de peptidoglucanos dando asi mayor
rigidez y espesor a la pared; contiene una capa granulosa,
conformada por acido lipoteicoico, acidos teicoicos, que estan
compuestos por un alcohol, (glicerol o ribitol) y fosfato.

e Pared Celular de Bacterias Gram negativas

o La pared celular de estas bacterias estd compuesta por una o
muy pocas capas de peptidoglucanos, éstos estan unidos a
lipoproteinas, de la membrana externa, encontrados en el
periplasma, (sustancia gelatinosa localizada entre la membrana
externay la plasmatica).

La membrana externa contiene lipopolisacaridos (LPS) lipoproteinas, y
fosfolipidos; la funcién principal es que dificulta la fagocitosis y lisis de las
células; constituye una barrera que impide el paso de detergentes, metales
pesados, sales biliares, ciertos colorantes, antibiéticos, y enzimas digestivas.
La permeabilidad de la membrana externa se debe en parte a la presencia de
las proteinas, llamadas porinas que sirven como canales para el transporte de
algunas moléculas, entre ellas nucleétidos, disacéaridos, péptidos,
aminoécidos, vitamina B y hierro.

Flagelos: Son apéndices filamentosos largos, delgados y helicoidales, que
dan la facilidad de movimiento a las bacterias.

Existen bacterias carentes de flagelos, a éstas se les da el nombre de atricas.

Los flagelos pueden encontrarse en toda la extension de la célula, recibiendo
el nombre de peritricos, cuando se localizan en uno de los polos o extremos,
se les nombra como polares, si son polares pueden ser monoétricos un solo
flagelo, lofétricos, un mechdén de flagelos en un polo y anfitricos localizados
en ambos polos de la célula.

La composicion de los flagelos es de 3 partes, el filamento, el gancho y el
cuerpo basal. El filamento es externo con respecto a la célula y se une al
gancho en la superficie celular. EI gancho esta fijado al cuerpo basal, que a
su vez estd anclado en la membrana plasmatica. El cuerpo basal esta
compuesto de un cilindro y dos o mas juegos de anillos contiguos a la
membrana plasmatica, el peptidoglicano y, en el caso de las bacterias Gram
negativas, a la membrana externa.

Pili: Son apéndices pilosos mas largos que las fimbrias, su cantidad es de una
o dos por célula, estan implicados en la movilidad y transferencia de ADN; a
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este proceso se le conoce como conjugacion, por tal motivo éstas estructuras
también reciben el nombre de pili de conjugacion (sexuales).

Llevan a cabo dos movimientos, el movimiento por sacudida, consiste en que
un pili se extiende por el agregado de subunidades de pilina y toma contacto
con una superficie u otra célula y luego se retrae, cuando las subunidades de
pilina se dispersa; el movimiento por desplazamiento proporciona un medio
para que los microbios se desplacen en ambitos con bajo contenido de agua,
como las biopeliculas, y el suelo.

2.1.2 Hongos

Los hongos, pertenecen al reino dentro del dominio Eukarya, son
microorganismos y organismos comensales que tienen la capacidad de
degradar materia y establecer comunicacion simbiética con otros organismos
vivos (20).

Los organismos que pertenecen al linaje de los hongos incluyen setas, royas,
trufas, mohos y levaduras. Son organismos eucariontes, quimio heterétrofos,
pues requieren de compuestos organicos para obtener energia y carbono
(21).

Concepto morfoldgico de especie: Se basa Unicamente en las caracteristicas
morfolégicas con especial énfasis en las estructuras de reproduccion sexual y
asexual. Entre los caracteres morfologicos utilizados para la clasificacion en
categorias mayores, por ejemplo, filo, se usan basicamente algunas
caracteristicas de los esporos sexuales como son, la forma y el proceso de
produccion. La presencia y tipo de septo e, igualmente, la presencia de grapa
(clamp) de conexidn son otras de las caracteristicas usadas para este fin. Para
los niveles taxondmicos mas bajos, como es la especie, se emplean la
pigmentacién, la forma y la topologia de estructuras tales como conidias,
células conididgenas, conidiéforos y cuerpos fructiferos.

Concepto bioldgico de especie: SoOlo se puede aplicar a hongos con
reproduccion sexual, aunque en hongos asexuales existe la posibilidad teorica
del intercambio genético a traves de la recombinacion mitotica o somatica. Los
hongos se describen como estructuras vegetativas, pues llevan a cabo
reacciones bioquimicas, como son el catabolismo y el anabolismo de
moléculas.

Dentro del género los hongos encontramos, los hongos filamentosos o
carnosos, que se van a caracterizar por presentar:

17



Tallo (cuerpo): Formado por largos filamentos de células; a estos
filamentos se le dio el nombre de hifas; a largo de las hifas se
encuentran separaciones como paredes, de forma transversal
llamadas tabiques.

Hifas cenociticas: Este tipo de hifa también crece en el tallo, solo que
a diferencia de las antes mencionadas, carecen de tabiques.

Micelio: Es una masa filamentosa que aparece cuando las hifas crecen
y maduran.

Levaduras: Son hongos unicelulares filamentosos de forma esférica u oval;
algunas levaduras pueden producir “brotes”, que son superficies externas a la
estructura de la levadura, estos “brotes” se pueden o no dividir; cuando no hay
division de estas estructuras externas, se forma una cadena corta de células
llamada, pseudohifa. El crecimiento de las levaduras es de manera anaerobio
facultativo, llegan a presentar una reproduccién asexual por medio de los
fragmentos de hifas, dando como producto final la formacion de esporas.

Esporas asexuales: formadas a partir de las hifas de un organismo por
medio de mitosis y divisibn celular, produciendo, conidiosporas
(conidios).

Conidiésporas (conidios): Es una célula, que puede ser unicelular o
multicelular, que no esta encerrada en un saco, se producen en una
cadena en el extremo de un conidi6foro (1).

Artroconidios: Son conidios formados por la fragmentacion de una hifa
tabicada.

Blastoconidios: Se forman a partir de brotes de célula parental, como
el caso de Candida albicans (1).

Clamidoconidio: Espora de pared gruesa que se forma por redondeo y
alargamiento de un segmento de hifa.

Esporangiospora: Se forma dentro de un esporangio, en el extremo de
una hifa aérea conocida como esporangiéforo (1).

Esporas sexuales: Se genera por la reproduccion sexual que consta de
plasmogamia, cariogamia, meiosis.
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2.2 Biopelicula dental asociada a la iniciacién y progresion de la caries
dental en nifos y adultos (ventanas de infectividad).

Para que haya cualquier proceso infeccioso en boca, es necesario que
primero se genere una biopelicula, la cual es una estructura compuesta por
células microbianas envueltas en una matriz, constituida por polisacaridos. La
presencia de las biopeliculas orales genera gran importancia para mantener
la homeostasis (1).

La segunda etapa es llamada proceso de colonizacion y crecimiento, en esta
fase las bacterias inician la produccién de la matriz de sustancia polimérica
extracelular lo que permite la formacién de las microcolonias, el crecimiento
de la “poblaciéon microbiana” La tercera etapa comprende a la maduracion de
la biopelicula, y el establecimiento de la morfologia particular de las
microcolonias

Toda formacion de biopelicula ésta influenciada por tres factores; en primer
lugar, las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato o la superficie, en
segundo lugar, encontramos las caracteristicas del medio acuoso que estara
en contacto con la biopelicula; y en tercer lugar las caracteristicas de las
mismas bacterias (22).

Como se ha descrito en la literatura, la representacion y conformacion de la
biopelicula dental fue descrita por vez primera, a partir de los estudios de
Socransky y Cols, quien determind que las asociaciones especificas entre las
bacterias presentes serian denominadas, como complejos bacterianos (1).

Los complejos bacterianos son la esquematizacion de la secuencia de como
se colonizaréa la superficie dental hasta formar la placa dentobacteriana, se
dividieron en 5 complejos, los cuales son:

Complejo amarillo: Compuesto por las especies del género Streptococcus;
por ejemplo, Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis, Streptococcus
oralis, Streptococcus gordonii y Streptococcus intermedius.

Complejo verde: Encontramos a las especies presentes como
Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga
sputigena, Campylobacter concisus, Eikenella corrodens y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

Complejo morado: Formado por las especies de Veillonella parvula y
Actinomyces odontolyticus.

Complejo azul: En él encontramos a Actinomyces sp.

Complejo naranja: Aqui encontramos a los colonizadores llamados puente o
secundarios, como, Fusobacterium sp. y subespecies, Parvimonas micra,
Prevotella nigrescens, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus,
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Campylobacter gracilis, Campylobacter showae, Eubacterium nodatum vy
Streptococcus constellatus.

Complejo rojo: O también llamado periodonto patégenos como, Tannerella
forsythia, Porphyromonas gingivalis, y Treponema denticola.

Dentro de estos complejos encontramos a la etiologia microbiana capaz de
formar procesos cariosos.

Para que haya colonizacién oral se han distribuido “ventanas de infectividad”,
en las cuales se van adquiriendo poco a poco microorganismos. La microbiota
que se puede encontrar, en pacientes con caries, las especies de
Streptococcus mutans, Lactobacillus fermentum, gasseri, L. salivarius y
Actinomyces naeslundii, A. dontolyticus, A. viscosus y A. gerencseriae son las
mas frecuentes (3).

En pacientes recién nacidos y de infantes y hasta 46 meses, se encontré que
el Streptococcus sanguinis no prevalece en dentaduras con dientes deciduos.
Los niveles de S. sanguinis disminuyen conforme pasan los meses y
aumentan los de Streptococcus mutans.

El hallazgo de Actinomyces sp, varia entre las especies, en menores de 6
meses prevalece A. odontolyticus, y cuando hay presencia de dientes
deciduos, la especie que sobresale es A. naeslundii, junto con A. viscocus y
A. gerencseriae.

De los microorganismos antes mencionados, éstos deben de cumplir con
caracteristicas que ayudan a formar el proceso carioso, como, por ejemplo; la
capacidad de ser aciduricos, acidogénicos y resistencia a niveles de pH bajos

3).

Streptococcus mutans, se sugiere que es el principal y mas virulento de los
microorganismos en el proceso de formacion de caries este microorganismo
s6lo se detecta tras la erupcién de los dientes temporales, principalmente en
las fosas fisuras y fosetas de los molares, pues se adhiere a la placa
dentobacteriana que se comienza a formar en las estructuras dentarias. Se
podria hablar de que la ventana de infectividad de esta especie varia entre los
19 y 31 meses de edad (4).

Lactobacillus sp; gracias a las uniones fisicas se ha asociado a caries de fosas
y fisuras, o como invasor secundario en cavidades abiertas. Se menciona en
la literatura que en pacientes pediatricos edéntulos se pueden encontrar este
microorganismo junto con Streptococcus mutans (7).

También es probable encontrar entre la microbiota oral de los pacientes
pediatricos, algunos hongos, colonizan de manera natural a este sitio, y tienen
un papel importante en el establecimiento de ciertas enfermedades (23).
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En la cavidad bucal se han encontrado diferentes tipos de hongos los cuales
forman parte de la microbiota residente, pues estas personas, no presentan
enfermedad; aproximadamente son, 75 tipos, siendo el género Candida sp,
Clasdosporium sp los mas abundantes (23).

Las interacciones entre hongos y bacterias pueden influir en la salud bucal
pues sabemos que, en boca, Candida sp se aisla de las superficies mucosas
y de la placa dental supra e infra gingival en mas de la mitad de los pacientes.
La caries dental esta intimamente relacionada con la presencia de la
biopelicula dental o “placa dental” de la que Candida sp suele formar parte.
Como por ejemplo la relacion sinérgica entre Candida albicans vy
estreptococos orales.

Ademas de tener en boca, estos microorganismos, y todas las caracteristicas
antes mencionadas, para que se genere el proceso carioso, las transmisiones
de las bacterias, juegan un papel importante, pues se genera mayor numero
de colonizadores.

Las transmisiones pueden ser, verticales, desde la saliva de la madre hacia el
hijo, al momento de probar los alimentos y besos en la boca, la transmisién
horizontal, consiste en la transmision de los microorganismos, entre los
miembros de un grupo, ya sea compafieros de la guarderia, familiares, o
incluso personas que cuidan por mayor periodo de tiempo a los infantes (4).
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2.3 Bioquimica de la caries (metabolismo de carbohidratos)

La caries es un proceso dinamico donde los dientes sufren ciclos alternativos
de desmineralizacién, se da cuando el pH intrabucal esta por debajo de un
valor critico; se considera punto critico de comienzo de disolucién de la fase
mineral del esmalte, cuando el pH intrabucal cae en un valor de 5.5.

Se menciona que existe una fuerte relacion entre el potencial &cido de la placa
y la caries. Si se mide el pH de la placa y los cambios producidos por aporte
de glucosa se obtiene una curva denominada Stephan, en ella se observa que
el pH intrabucal en condiciones de reposo tiende a estar cerca de neutralidad
alrededor de 7 y al exponerse a carbohidratos cae rapidamente a un valor
acido, después de 30 a 60 minutos, el pH regresa a la neutralidad.

Las bacterias presentes en la biopelicula dental llevan a cabo una serie de
procesos bioguimicos, siendo los azlcares, la principal fuente de energia para
realizarlos, como por ejemplo la ruta metabdlica mas utilizada es el glucolisis.
En la cual se genera la sintesis de compuestos como &cidos organicos,
cuando se sintetiza una gran cantidad de acidos, entran en contacto con las
superficies minerales del diente y reaccionan con la hidroxiapatita,
produciendo disolucién de este compuesto (1).

Transporte de azlcares

Las bacterias orales presentan dos sistemas en los cuales se transportan
azucares:

El sistema fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato, (PEPT-PTS).
Tiene dos dominios, uno especifico de azucar y otro de fosforilados,
transportando un grupo fosfato a partir del fosfopiruvato proveniente del
glucolisis.

El sistema de transporte de union a proteina, (BPTS), este sistema requiere,
energia que proviene del Adenosin trifosfato (ATP), los azlcares son
fosforilados al interior de la bacteria (1).

Glucolisis

Consta de 5 reacciones, comenzando con la fosforilacion de la glucosa,
llamada fase de inversion, para después dar lugar a la fase de generacion de
energia donde se sintetizan las moléculas de ATP.
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Fase de inversiéon

Cuando la glucosa es importada y se fosforila queda de manera irreversible
como glucosa 6-fosfato.

La glucosa 6-fosfato es isomerizada de la forma aldohexosa a cetohexosa-
fructosa 6- fosfato, para dejar 1 carbono para ser fosforilado. Esta reaccion es
catalizada por la enzima glucosa-fosfato-isomerasa.

La fructosa-6-fosfato sufre una segunda fosforilacion en el grupo hidroxilo
unido al carbono 1, para quedar como fructosa-1-6-bifosfato, en una reaccién
irreversible, llevada a cabo por la enzima fosfofructocinasa, el fosfato proviene
del ATP, el cual queda como Adenosin difosfato (ADP) al final de la reaccion.

El segundo fosfato, desestabiliza la molécula al traer dos grupos con carga
negativa en cercana proximidad, y esto ayudara a que la enzima aldolasa
actle de manera reversible a la fructosa-1-6-bifosfato, en generando dos
moléculas de tres carbonos cada una, unidas a un grupo fosfato, el
gliceraldehido-3-fosfato (G3P), que es un intermediario de la glucdlisis, y la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP), que no es intermediario, por lo que se
isomerizara para formar otro G3P para que se pueda continuar a través de la
ruta, es catalizada ésta reaccion por la enzima trifosfatoisomerasa (1).

Fase de generacion de energia

El grupo aldehido del GP3 es oxidado a su grupo carboxilo en una reaccion
reversible catalizada por la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,
con la reduccion constante de NAD+ a NADH; esta enzima toma fosfato
inorganico Pi (H3PO4), para que se lleve a cabo la transferencia del hialuro
(H-) del grupo aldehido NAD- por lo que la reaccidn no requiere del gasto de
ATP, para dar como producto glicerato-1,3-bifosfato (o 1,3-bifosfoglicerato).

El siguiente paso es la desfosorilacion del 1,3-bifosfoglicerato por medio de
una reaccion reversible llevada a cabo por la enzima fosfogliceratocinasa la
cual transfiere el grupo fosfato unido al carboxilo, a una molécula de ADP,
generando ATP y glicerato-3-fosfato.

Este nuevo intermediario (glicerato-3-fosfato) es isomerizado a 2-
fosfoglicerato en wuna reaccion reversible catalizada por la enzima
fosfogliceratomutasa. El objetivo de esta reaccion es tener una molécula que
pueda ser blanco de una reaccion de deshidratacion, por lo que la siguiente
reaccion es eliminar una molécula de agua liberada por medio de una reaccion
reversible, catalizada por la enzima enolasa.

La formacion de fosfoenolpiruvato facilita la sintesis de ATP durante el dltimo
paso de glucdlisis es desfoforilada en una reaccion irreversible catalizada por
la enzima piruvatocinasa, la cual transfiere el grupo fosfato del
fosfoenolpiruvato a una molécula de ADP, para dar piruvato y ATP (1).
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2.3.1 Perfiles microbioldgicos de saliva, relacionados con caries dental

La saliva es un fluido biologico viscoso con un pH cercano a la neutralidad que
se produce en las glandulas salivales. Contiene ademas de agua, elementos
organicos e inorganicos, como proteinas, péptidos, lipidos, y minerales,
gracias a esto se le otorga la capacidad de mantener la homeostasis del
ecosistema oral, pues cumple las funciones de agente Iubricante y
amortiguador.

Existen diferentes tipos de glandulas secretoras de saliva; por ejemplo, el 93%
proviene de las glandulas principales o mayores que son:

La parotida, en un 20%, la secrecion de esta glandula es de tipo serosa,
producen saliva acuosa rica en amilasa.

En un 65%, encontramos a las glandulas submandibulares, la secrecién de
esta glandula es de tipo mixta, que producen saliva de tipo viscosa.

Por otro lado, las glandulas sublinguales aportan del 7 al 8% de secrecion, la
cual es mucosa, generando un producto salival viscoso, rico en mucinas.

También encontramos las glandulas menores distribuidas a través de la
mucosa oral (mucosa labial, bucal, lingual y palatina), ellas aportan el 5% de
la secrecion total de saliva, son de tipo mixto, excepto las glandulas palatinas

(1),

Como se comento anteriormente, la saliva presenta en su contenido diversos
componentes, por ejemplo.

Amilasa salival

Esta enzima es la mas abundante de la saliva, tiene un peso que va de los 56
alos 61 kDa, y representa alrededor de los 40 a 60% del contenido proteinico
total de este biofluido, asi como puede inhibir o promover el crecimiento
bacteriano.

Su principal funcién es la digestion inicial de carbohidratos complejos como el
almidon, pues gracias a que tiene actividad glucosidasa le permite digerir
enlaces a 1-4 entre los residuos de glucosa que forman a este polisacarido.

Al modificar al almidon, a formas mas simples, como dextrinas limites y
oligosacaridos, maltosas e isomaltosacaridos, permite que tanto el hospedero
como a los microorganismos pueden metabolizarlos para obtener energia.

Puede ser un componente en la pelicula adquirida, las bacterias se pueden
adherir a la superficie del esmalte mediante la interaccion con dicho dominio,
(union mediada por amilasa), pero también puede limitar el crecimiento de
microorganismos al formar complejos con otras proteinas salivales y mediar
el fendbmeno de coagregacion que conllevan a la reduccion de la carga
bacteriana por deglucion (1).
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2.4 Caracteristicas principales de las bacterias involucradas en el desarrollo del proceso carioso:

CARACTERISTICAS

MICROS COPICAS

BIDOUIMICAS

MACROSCOPICAS

MICROORGAMNISMO GEMERD ESPECIES TINCIOMN |FORMA|AGRUPACION TOLERAHNCIA ALD; |OXIDASA |CATALASA|MEDIOS DE CULTIVO |CARACTERISTICAS DE COLOHMIA
colonias circulare s, de un tam afio
aproximado de 4a 4 mm de
diametro; Hem dlisis: &% o parcial,
viridars donde se forma un halo de colar
mutans en cadenas . . . . Agar-sangre de verdoso alrededorde lacolonia.
Streplococcus . GRAM + Cocos anaerohias facultativos| ne gativo negativo
sobrinus cortas o largas carne ra F‘lolotal,donde se formaun hala
SARGUIRIS de colaramirilloftransparante
alrede dor de lacolonia. o nula,
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enmedios
sdlidas: TBS, Agar-sangre de circularesde 2agmm de
"racimo de . . carnero, Agar diametro, convexas; desde
W Staphylococeus . ?;R“fd. GRAM + cocos uvas';en aerobf|asy.|fta;1.aerob|as positvo positivo Chapman o Agar translucidas a opacas, blanguecino
.i pragrm idis medios aeuitativas manital cloruro de griseaseas (5 epidermidis )| o
— liquidos: sodio al 75% am arillasfnaranjas (£, quresus).
x cade nas cortas.
Ll
b 3
U delbrueckil,
ii salivaries
m {homoferm
entativos)
] N Casefy . . . . _ . s zar RozosaMitche |- Pequefiasde 2-5mm de diametro,
lactobacillus | plantarum{ GRAM + bacilos bastoncillos | anaerobias facultativas| positvo negativo Wise m an CONWEXAS, SUBWE S, CON Marge ne s
heteroferme rectos, opacasy sin pigmentos,
ntativos)
H.Fermeniy
moris
{heteroferm
entativos)
AzarThayer Marting
K Agar-sangre de
., X pares "granos ) . . . ) .
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chocolate con
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hifas tambien pueden serrugosas.

Principales caracteristicas de los diferentes microorganismos, presentes en los procesos cariosos (1).
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2.5 Perfiles microbiolégicos involucrados en las etapas de progresion de
la caries dental

Cuando analizamos la progresion de una lesion cariosa podemos identificar
diferentes estadios o etapas de avance. Al determinar la presencia de ciertas
especies bacterianas en cada etapa de avance de la lesion, se ha podido
evidenciar que algunas especies bacterianas predominan sélo en las etapas
iniciales, y otras predominan exclusivamente en las etapas avanzadas (24).

Cada lesion de caries representa un ecosistema unico, donde las especies
microbianas presentes conforman una biopelicula, y en el que ocurren
interrelaciones de sinergismo y antagonismo que determinan la presencia y el
crecimiento de microorganismos oportunistas mas virulentos y la inhibicion de
microorganismos residentes poco virulentos.

Para el inicio y progresion de la lesiéon de caries dental es esencial que las
especies bacterianas involucradas tengan la habilidad de producir acido
(acidogénicas) y tolerar un medio de pH bajo (aciduricas). Ademas, debe
considerarse también la virulencia particular de especies capaces de producir
polimeros de sacarosa, y otras especies que aprovechan esta matriz de
polimeros para su adherencia y colonizacion (24).

A medida que la lesion progresa, se da una transicion de bacterias anaerobias
facultativas Grampositivas, que predominan en las etapas iniciales de la lesién,
a bacterias anaerobias estrictas Grampositivas y Gramnegativas que
predominan en lesiones de caries avanzadas.
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CAPITULO 3 TECNICAS FENOTIPICAS DE ANALISIS Y DIAGNOSTICO
MICROBIOLOGICO

Para el estudio de las bacterias y hongos es necesario realizar diferentes
métodos fenotipicos, los cuales nos ayudaran a diferenciar las caracteristicas de
cada microorganismo.

3.1 Tincion (microscépica)

En este estudio se utilizan colorantes que tienen afinidad por ciertos materiales
celulares, se revela la morfologia y tamafio celular, asi como la agrupacion.

Gram: Es un tipo de tincion diferencial empleado para la visualizacion de
bacterias. Se utiliza tanto para poder referirse a la morfologia celular bacteriana,
como para poder realizar una primera aproximacion a la diferenciacion
bacteriana, considerdndose Bacteria Gram positiva a las bacterias que se
visualizan de color moradas y Bacteria Gram negativa a las que se visualizan de
color rosa, rojo o grosella. (25)

Azul de lactofenol (azul de algodén): Se emplea para observar hongos. Es una
tincion simple (un solo colorante) y como tal estd basada en la afinidad del
colorante por componentes de las células, en este caso por las estructuras
fungicas. Tiene tres caracteristicas que lo hacen especial, para observar dichas
estructuras en los hongos del tipo moho obtenidos en los cultivos por aislamiento.

a. El fenol destruye la microbiota acompafiante (algunas veces en los
cultivos, juntos a los hongos pueden crecer colonias de bacterias)

b. El &cido lactico conserva las estructuras fungicas al crear, por
decirlo de algin modo, una pelicula que las protege, provocado por un cambio
de gradiente osmatico entre el interior y el exterior de dicha estructura.

C. El azul de lactofenol tiene la capacidad de adherirse a las hifas y
conidios de los hongos microscopicos (25).

Agrupacion: Sera la manera en como se observan los microorganismos bajo el
microscopio.

Bacterias
Se pueden encontrar de forma aislada o en conjunto, se pueden visualizar como:

e Cocos esféricos: cuando se localizan en pares reciben el nombre
diplococos, en el caso de formar una especie de cadena se les dio el
nombre estreptococos, los divididos en dos planos formando un grupo de
cuatro se les denomina tétradas los que permanecen unidos asemejando
un cubo, reciben el nombre de sarcinas, y por ultimo estan los que
asemejan a un racimo de uvas, llamados estafilococos.
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e Bacilos alargados: La agrupacion normalmente es de bacilos aislados
cuando estan en pares se les denomina diplobacilos, en cadenas, son los
estreptobacilos, existe una combinacion de bacilos ovalados, asemejando
a los cocos y recibe el nombre de cocobacilos, si presentan una o0 mas
curvas son llamados vibriones.

Hongos

Se utiliza para detectar el tipo de forma reproductiva, observando al microscopio:
forma, tamafio, agrupamiento, color, etc. También se describiran las
caracteristicas de las hifas: presencia o ausencia de tabiques, grosor, hifas en
raqueta, hifas en espiral (25).

Levaduras

Las colonias de levaduras suelen ser de color blanco crema, mas o menos lisa
(Candida albicans) o de aspecto seco y plegadas (Candida krusei) con algunas
excepciones que forma un micelio (Geotrichum sp y Trichosporon sp ), las
colonias mucoides sugieren la formacibn de céapsula (Cryptococcus
neoformans). Las colonias de color rojo anaranjado de aspecto cremoso O
rugoso son caracteristicas de las especies del género Rhodotorula sp (25).

3.2 Cultivo

En este método se analiza la manera en que crecen las bacterias, en un tiempo
minimo de 18 a 24 horas; existen diversos medios de cultivo: sélidos, liquidos y
semisolidos.

Liquidos: En él se encuentran disueltas las sustancias nutritivas, para el
crecimiento de las colonias.

Solidos: Estan formados por una base de agar, que es un polimero de origen
vegetal que se mantiene en fase liquida en temperaturas altas, y al enfriarse se
forma un gel (26).

Agar sangre: Es un medio de cultivo sélido, que permite el crecimiento
de la mayoria de las bacterias, en él se encuentran los nutrientes necesarios. Se
utiizan en la siembra primaria de las muestras clinicas. Se compone
basicamente de una base de agar enriquecido y 5% de sangre. La base de agar
puede variar de acuerdo con las necesidades, pero principalmente estara
compuesto por peptonas, aminoacidos, vitaminas, extracto de carne, y cloruro
de sodio (9).

Sabouraud: Es un medio de cultivo para el aislamiento, identificacion y

conservacion de hongos, contiene peptona, tripteina y glucosa, que ayudan
como nutrientes para el desarrollo del microorganismo. Por el alto contenido de
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glucosa y presencia de cloranfenicol, asi como pH &cido, inhibe el desarrollo de
bacterias (27).

Agar Mitis Salivarius (AMS): Contienen peptonas como las fuentes de
carbon, nitrégeno, vitaminas y minerales. La dextrosa y la sacarosa son fuentes
de hidrato de carbono. El cristal violeta y el potasio tellurite (de la Solucién
Tellurite en un 1 %) inhibe la mayoria de los bacilos gram negativos y bacterias
gram positiva excepto Streptococcus sp. El azul de tripano da el color a las
colonias. Agar es el agente que se solidifica (28).

Trypticasein Soy Agar (TSA): El Agar Tripticasa de Soya, es un medio
general para el cultivo de microorganismos no exigentes o moderadamente
exigentes, no indicado para el aislamiento primario en muestras clinicas. Uno de
los usos habituales es el mantenimiento de subcultivos de cepas, como por
ejemplo Enterobacteriaceas sp y Staphylococcus sp. Las fuentes de nitrégeno la
aportan las peptonas y caseina, estando el cloruro sédico presente para
mantener el equilibrio osmotico (27).

Siembra

Es el método de introducir una porcién de muestra en un medio sélido con el fin
de iniciar un cultivo. Existen diferentes técnicas, por ejemplo: (29).

> Siembra por inmersion: se coloca la muestra (indculo) en una placa o caja
de Petriy sobre el mismo se vierte el medio de cultivo previamente fundido
(microorganismos aerobios).

» Siembra en doble capa: una vez solidificado el medio se vierte una
cantidad extra de medio, necesaria para cubrir la capa anterior (10 ml
aproximadamente) se utliza principalmente para microorganismos
anaerobios facultativos y microaerofilicos).

> Siembra en superficie: se vierte en la caja de Petri el medio de cultivo
fundido, se solidifica y se coloca sobre el inéculo, con una espatula se
extiende el inéculo, hasta su absorcion total por el medio de cultivo, se
utiliza para microorganismos aerobios estrictos.

» Siembra por estria: se vierte sobre la caja de Petri el medio de cultivo
fundido y se deja solidificar, para este tipo de siembra, existen dos tipos
de técnicas:

Técnica A: Se toma el asa con muestra y se hacen estrias paralelas en la cuarta
parte de la superficie de la placa, se esteriliza el asa directamente en la flama,
se deja enfriar; se gira la placa 90° y se estria de nuevo tocando 3 o0 4 veces el
area sembrada inicialmente, y cubriendo otro cuarto de la placa, sin esterilizar el
asa se estria el resto de la caja.
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Técnica B: Con el asa cargada se hacen 3 o0 4 estrias, se esteriliza el asa y de
nuevo se realizan 3 o 4 estrias perpendiculares a las anteriores, se esteriliza el
asay se repite el procedimiento hasta agotar la superficie (29).

3.3 Pruebas bioquimicas

Determinan la actividad metabdlica de una cepa pura. Son empleadas
principalmente la identificacion y clasificacion de bacterias y hongos.

Catalasa

En esta prueba se realiza la separacion del peréxido de hidrogeno (agua
oxigenada) en agua y oxigeno, con la consiguiente aparicién de burbujas. Dando
como manifiesto la enzima catalasa presente en las bacterias.

Se utiliza un medio de cultivo donde haya crecimiento de microorganismos,
optando por el area con mayor cantidad de colonias; se le afiade unas gotas de
agua oxigenada y se puede observar dos resultados:

e Catalasa positiva: Se produce la aparicion de burbujas que corresponde
a la liberacion de oxigeno, lo que indica que la bacteria tiene el enzima
catalasa.

e C(Catalasa negativa: No se producen burbujas por tanto la bacteria no
posee dicha enzima.

Oxidasa

Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas. La reaccion
de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo-oxidasa que activa
la oxidacion del citocromo que es reducido por el oxigeno molecular que produce
agua o peroxido de hidrégeno segun la especie bacteriana.

El oxigeno actla por tanto como aceptor final de electrones en la cadena
transportadora de electrones. Por lo general, el sistema citocromo-oxidasa sélo
se encuentra en los organismos aerobios, algunos anaerobios facultativos v,
excepcionalmente, en algun microaerofilo, pero los anaerobios estrictos carecen
de actividad oxidasa.

Para realizar la prueba se necesitan tiras de papel impregnadas con el reactivo
para-amino-N-dimetil-anilina, que se oxida por la citocromo-oxidasa. El
procedimiento consiste en impregnar la zona coloreada de la tira reactiva con
una masa de bacterias. Se observa si en el transcurso de un minuto la zona
impregnada vira a un color azul-violeta.
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3.4 Pruebas de susceptibilidad a la caries dental.

Las pruebas para medir la susceptibilidad a la caries dental o también llamadas
pruebas de diagndstico etioldégico permiten evaluar el riesgo de desarrollar la
enfermedad, en un momento dado para un individuo, pero no implica
necesariamente el desarrollo de lesiones. Dentro de las pruebas microbiolégicas
utilizadas para determinar la actividad acidogénica, se encuentran el Test de
Snyder-Alban y CTR bacteria. Por otra parte, los indices de caries dental ceo-d
y CPO-d permiten determinar la historia de caries dental del paciente y a través
de ésta, se pudiera predecir la actividad de caries dental.

Prueba de Snyder y Alban

La prueba de Alban (simplificacion del test colorimétrico ideado por Snyder) se
basa en la capacidad de la saliva de producir acido cuando una muestra de saliva
estimulada es inoculada en el medio de Snyder. Dicho medio, de pH 4.7,
contiene, entre otros componentes, glucosa, agar y verde bromocresol como
indicador de pH (30).

Los microorganismos contenidos en la saliva metabolizan la glucosa
produciendo &cido, lo cual origina una baja en el pH que modifica el color verde
original del medio virando al amarillo. Para realizar la prueba de Alban
necesitamos tubos de ensayo con tapon de rosca, con 5 cc de medio de Snyder.
La sistematica a seguir sera la siguiente

1. Previo a la realizacién de la prueba, el tubo se retira del frio (deben mantenerse
a 4°) para que este a temperatura ambiente en el momento en que se vayan a
utilizar.

2. El paciente salivara dentro del tubo ayudado de un embudo de cristal estéril la
suficiente cantidad de saliva como para cubrir el medio. Se tapa bien el tubo con
tapdn de rosca.

3. Incubamos a 36+1°C durante 72 horas.

Se realiza con base a un viraje de color del verde original al amarillo y a la
profundidad del cambio de color. La lectura se realiza a las 24, 48 y 72 horas,
anotandose los resultados.

Aunque una prueba positiva indica riesgo de caries (elevada ingesta de hidratos
de carbono, caries abiertas, acumulo de placa) esto no siempre es asi; por el
contrario, una prueba negativa nos indica un desafio ambiental menor.

Esta prueba es muy Uutil para:

1. Valorar los progresos conseguidos en programas de control de placa
dentobacteriana y dieta.
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2. Como ayuda para facilitar la motivacion del paciente, ya que éste puede "ver"
SUS progresos.

Prueba CRT Bacteria

Este sistema consta de un tubo que a su vez contiene una lengieta de plastico
recubierta por ambos lados por medios selectivos y conectada a un tapon de
rosca el cual cierra un tubo transparente, quedando el dispositivo seguro para su
almacenamiento e incubacion, conservandose estéril y humedo (31).

Las superficies de la lengueta estan cubiertas por medios de cultivo a base de
agar Rogosa, para recuentos de Lactobacillus acidophillus (color verde) y en la
otra cara con agar Mitis Salivarius Bacitracina para recuentos de Streptococcus
mutans (color azul oscuro). El kit también incorpora capsulas de parafina,
tabletas de NaHCO3 y etiquetas de identificacion.

Esta prueba tiene utilidad para evaluar programas control de placa
dentobacterina y dieta. Los recuentos altos de Streptococcus del grupo mutans
indican un riesgo microbiologico alto de caries. Esta contraindicado realizarlos
durante tratamientos con antibiéticos (esperar al menos 14 dias), y si se utilizan
colutorios antimicrobianos se debe esperar 12 horas.

indice CPO-D

Desarrollado por Klein, Palmer y Knutson, y representa el indice fundamental
para estudios de prevalencia en odontologia. Son avalados como método por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cuantifica los estados clinicos de la
enfermedad en una escala numérica. El indice CPO. Significa lo siguiente, la
sigla C describe el numero de dientes afectados por caries dental a nivel de
lesion cavitada. P expresa el numero de dientes perdidos (extraidos) como
consecuencia de caries dental, y O el nimero de dientes restaurados u
obturados como consecuencia de la caries dental. El indice CPO es el resultado
de la suma de estos valores. (32)

indice Ceo-d
Es una adaptaciéon del indice CPO-d para la denticion temporal. Fue propuesto
por Gruebel y representa el promedio de cada individuo del nimero de dientes

temporales donde la sigla c significa cariados, la e extraccion indicada por caries
y la o de obturaciones (32).
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CAPITULO 4 INMUNOLOGIA DE LA ENFERMEDAD CARIOSA
4.1 Inmunidad innata oral

La respuesta inmune natural o innata, esta determinada genéticamente, es
inmediata, espontanea, actla contra cualquier agente pernicioso, no se
incrementa con exposiciones repetidas al mismo agresor e influye en la direccion
que seguira la respuesta especifica o facultativa. Participan en ella, como
barreras, elementos anatémicos, bioquimicos, fisioldgicos y biolégicos (33) (34).

El sistema innato actla contra cualquier agente nocivo, pero su calificativo de
inespecifico se ha modificado debido a que, también es capaz de reconocer
especificamente un ndmero limitado (aproximadamente 103) de estructuras
moleculares que comparten los microorganismos; para ello, utiliza una cantidad
igualmente limitada de receptores, codificados por las células germinales y que
estan presentes en la superficie, vesiculas y citoplasma de varios tipos celulares
entre los que se incluyen: macréfagos, neutréfilos, células cebadas, epiteliales,
endoteliales, dendriticas, asesinas naturales (natural killer -NK). Los principales
receptores (PRR) que estas células expresan para detectar e interactuar con
estructuras o patrones moleculares de microorganismos (PAMPS) (34).

Dentro de cavidad oral encontramos algunos componentes de la saliva (mucinas,
tiocianato, carbonato y diferentes enzimas: lisozima, lactoferrina, fosfolipasa,
peroxidasa), el pH gastrico, el moco, las células M y las placas de Peyer, asi
como las defensinas o cripticidinas y las enzimas, pepsina y fosfolipasa A.

4.1.1 Inmunoglobulina A (IgAsl e IgAs?2)

La inmunoglobulina A esta constituida por dos moléculas de inmunoglobulina tipo
A; es una proteina soluble que forma parte de los mecanismos de defensa o
inmunidad adquirida.

Existen dos subclases, la s-IgA1 y s-IgA2 (por sus siglas en inglés). La s-IgA2 es
secretada en mayor cantidad en contraparte con otros fluidos. Son producidas
por el suero y pasan a la cavidad oral a traves del fluido crevicular gingival.

Estos anticuerpos pueden formar parte de la pelicula adquirida, controlan la
unién de microorganismos a sitios adherentes, tanto en las mucosas como en
las superficies dentales (1).

Tiene la capacidad de neutralizar factores de virulencia bacterianos limita la
adherencia microbiana, realiza aglutinacion bacteriana, previene la penetracion
de antigenos en la mucosa oral y opsonizacion de bacterias para que puedan
ser digeridas por fagocitos orales.
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Las proteasas IgA1 son enzimas proteoliticas que escinden enlaces peptidicos
especificos en la secuencia de la region bisagra de la inmunoglobulina Al (IgA1)
humana. Varias especies de bacterias patégenas secretan proteasas IgAl en los
sitios de infeccion de la mucosa para destruir la estructura y la funcién de la IgA1
humana, eliminando asi un aspecto importante de la defensa del huésped. Las
proteasas IgAl se conocen como proteinas auto transportadoras ya que su
estructura genética codifica la informacién para dirigir su propia secrecion fuera
de la célula bacteriana (35).

4.1.2. Neutrofilos Polimorfonucleares (PMN)

Pertenecen a la linea mieloide y constituyen la primera linea de defensa contra
microorganismos. Sus principales funciones son la fagocitosis, y la lisis de
microorganismos precozmente frente a la infeccion, mediante la produccion de
ROS y la degranulacion de enzimas presentes en los lisosomas y fagolisosomas,
asi como la produccion de Trampas Extracelulares de Neutrofilos (NETS, por sus
siglas en inglés) (1).

En la cavidad bucal se han hecho diferentes recuentos de leucocitos presentes
en la cavidad bucal se relevdé que el tipo de célula predominante son los
leucocitos polimorfonucleares neutroéfilos en una proporcion del 98-99 % (9,10)).
Los estudios demuestran que el surco gingival es la via a través de la cual estas
células migran a la boca, y lo hacen por atraccion de los péptidos quimiotacticos
liberados por las bacterias; también cuando las bacterias dafian las células
epiteliales, éstas liberan moléculas denominadas citoquinas que también atraen
a los leucocitos hacia el espacio crevicular.

Los leucocitos polimorfonucleares son células fagociticas que protegen al
huésped de las infecciones bacterianas, y juegan un importante rol en la
iniciacion y progresion de la respuesta inflamatoria. Con base en la observacion
de que:

1- Las células inflamatorias estan presentes con regularidad en el liquido del
surco.

2- La composicion quimica es diferente del liquido histico.

3- El paso del liqguido esta cerca del area de inflamacion, se considera un
exudado inflamatorio mas que una secrecion fisiologica. Numerosos estudios
han demostrado la presencia de PMN en el fluido crevicular, constituyendo la
primera barrera de defensa contra los agentes infecciosos. El fluido crevicular
presente en el surco gingival juega un rol muy importante en la defensa de los
tejidos periodontales, siendo de valor para evaluar los cambios clinicos
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correlacionando la cantidad de flujo de fluido crevicular con la inflamacién
gingival presente.

Podemos concluir diciendo que la ausencia o presencia de fluido crevicular,
representa el medio clinico mas disponible para establecer la diferencia entre
encia normal e inflamada de manera subclinica (36).

4.1.3. Metaloproteinasas (MPP)

En el desarrollo de los gérmenes dentarios intervienen diversos tipos celulares
que producen una amplia variedad de macromoléculas, entre ellas diversas
proteinas. Dentro de estas proteinas destacamos las denominadas
metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs), son una familia de
proteasas que participan en la remodelacién de la matriz extracelular de manera
dependiente de zinc y calcio (37).

La degradacion de proteinas extracelulares es esencial para que cualquier célula
individual pueda interaccionar con su ambiente circundante y para que los
organismos multicelulares funcionen y se desarrollen. Las MMP también
degradan moléculas de la superficie celular y otras proteinas pericelulares,
reguladoras del comportamiento celular en diversas vias (37).

Estas enzimas son sintetizadas por diferentes células del tejido conectivo, como
fibroblastos, osteoblastos, odontoblastos y también células de defensa como los
leucocitos (polimorfonucleares y macréfagos). Las MMPs son detectables con
alta frecuencia en las células, tejidos y liquidos intersticiales implicados en una
amplia variedad de funciones biolégicas, en estado de salud y en condiciones
patoldgicas. A nivel oral, la expresion de estas proteinas puede cuantificarse en
diferentes fluidos como la saliva, el fluido gingival crevicular (FGC) o muestras
de enjuagues bucales y algunos tejidos como la encia, mucosa y dentina. Se
sugiere que las proteinas MMPs 1-2-3 y 9 contribuyen en la morfogénesis
temprana dental (38).

Cambios en los niveles de algunas MMPs se han relacionado con el progreso de
la lesion cariosa, brindando una nueva perspectiva de patologia. En ella, las
MMPs del huésped, de origen odontoblastico (pulpar), actuarian en la capa
profunda de la lesién cariosa coadyuvando al proceso proteolitico de la matriz
organica de la dentina, (ligeramente alterada por las colagenasas bacterianas) e
interactuando y perpetuando su actividad proteolitica gracias a diversos factores
de crecimiento, presentes en la matriz organica de la dentina que estimulan su
transcripcion y activacion, alternAndose y sucediendo simultaneamente a los
momentos altamente desmineralizantes, consecuencia de la produccion
bacteriana de toxinas y acidos carboxilicos (38).
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Los odontoblastos producen Metaloproteinasas MMPs -2,-8,-9,-14,- 20, la mas
abundante en la dentina es la MMP -8. Por otra parte, los cambios de pH que
tienen lugar en la lesion de caries son activadores muy potentes para MMPSs.

En el desarrollo de la caries dental se relaciona a la MMPs-2 y 20, que pueden
fragmentar la amelogenina, mayor proteina estructural que compone la matriz
del esmalte. MMPs-2 no es detectada en tubulos dentinarios sanos, pero si en
toda la extension cariosa que afecta estas estructuras. Se intuye que los
odontoblastos son los responsables de secretar MMPs-2 en respuesta a una
lesion cariosa.

Las MMP son consideradas como posibles biomarcadores, los cambios
cuantitativos de estas enzimas pueden reflejar el estado de salud oral de un
sujeto y emplearse no solo en el diagnéstico y tratamiento de enfermedades
orales sino también como indicadores del proceso de adhesion de diferentes
biomateriales dentales (39).

4.2 Inmunidad adaptativa oral

El sistema inmune adaptivo (SIA) esta presente en los vertebrados, es especifico
para distintas moléculas y se caracteriza por mejorar la capacidad defensiva
frente exposiciones sucesivas. Los principales elementos del SIA son los
linfocitos B y T que se activan frente a los antigenos (sustancias que inducen
respuestas inmunes especificas).

El SIA posee dos tipos de respuestas inmunes: Inmunidad Humoral e Inmunidad
Celular Tanto la respuesta inmune adquirida humoral como celular poseen
caracteristicas fundamentales (34).

+ Especificidad: reconoce diferentes tipos de antigeno
« Diversidad: responde a una amplia variedad de antigenos

v Memoria: amplifica las respuestas a repetidas exposiciones al mismo
antigeno

« Especializacion: genera respuestas optimas para la defensa contra
diferentes microorganismos

v No reactivo a lo propio: previene la injuria al huésped durante la
respuesta a antigenos extranos.
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Esta respuesta posee memoria, es decir, es “recordada” por el sistema inmune,
siendo mas eficaz y precoz frente a reexposiciones al mismo microorganismo.

Ademas, esta respuesta es especifica a cada microorganismo o molécula no
infecciosa, siendo capaz de distinguir de manera muy fina las caracteristicas de
éstas. Esta capacidad de reconocimiento especifico de cada antigeno, por parte
de los linfocitos, se debe a la expresion de receptores a los diferentes antigenos
foraneos existentes y se denomina repertorio de linfocitos, el cual es
extremadamente amplio (40).

4.3 Avances en las terapias de inmunizacién activa y pasiva contra
microorganismos cariogénicos.

La inmunizacion de un individuo se puede dar de dos maneras, una puede ser
por medio de la aplicacion de vacunas, esto determinara que las personas a las
que se les aplique no desarrollen enfermedades, asi como también existe el caso
en el cual se tiene la enfermedad, pero se genera una inmunizacion de por vida
(41).

Estos dos ejemplos de inmunizacion pertenecen a la inmunizacion activa, ésta
se lleva a cabo cuando el sistema inmunolégico de una persona se activa para
generar anticuerpos y activar otras células inmunolégicas para ciertos
patdgenos; por si en un futuro exista un contacto con estos patdégenos las células
inmunoldgicas a largo plazo especificas lo puedan combatir (41).

Por otro lado, encontramos la inmunizacion pasiva, que surge cuando una
persona recibe anticuerpos de otra, al ser introducidas al organismo, los
anticuerpos “prestados” por llamarlos asi, ayudan a la prevencién o a combatir
enfermedades infecciosas, a diferencia de la inmunizacion activa, esta
inmunidad pasiva es a corto plazo, y generalmente, dura semanas o0 meses, pero
brinda inmediatamente proteccion.

En las ultimas décadas se ha dirigido fundamentalmente a desarrollar estrategias
para incrementar los niveles de IgA secretoria frente a S. mutans. En el intento
de inmunizar frente S. mutans, tres proteinas han focalizado la atencién de la
mayoria de las investigaciones: las adhesinas fibrilares de la superficie
conocidas como Agl/ll, las glucosiltransferasas y las proteinas de unién a los
glucanos. Se ha podido comprobar que las rutas de inmunizacion mucosa
producen respuestas de IgA secretoria mas intensas que las rutas de
administracion del antigeno parenteral; por consiguiente, muchos ensayos han
utilizado la aplicacion oral o nasal de los antigenos (42).
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Un aspecto importante en la inmunizacion frente a la caries es que se desarrolle
memoria inmunolégica, de forma que sucesivas exposiciones al antigeno
bacteriano desencadenan respuestas de IgA secretoria potentes.

Estudios realizados en primates demuestran que la aplicacion topica de
anticuerpos monoclonales frente a Agl/ll de S. mutans evitan la adherencia de la
bacteria y el desarrollo de caries dental; frente a estas estrategias de
inmunizacién pasiva la inmunizaciéon activa ofrece la ventaja de poder
incrementar los niveles de IgA secretoria y desarrollar memoria inmunoldégica.

Diversos ensayos clinicos desarrollados en humanos nos han mostrado que es
factible incrementar los niveles de IgA secretoria tras inmunizacion con
glucosiltransferasa de Streptococcus sobrinus adyuvada con toxoide colérico, se
hace patente una disminucion de los titulos geométricos de produccion de
anticuerpos tras varios meses de inmunizacion (42).

4.4 Terapias de reemplazo microbiolégico contra la caries dental.

Se han desarrollado alternativas que podran ayudar a disminuir la aparicion de
la caries dental en la poblacion. Uno de los puntos principales de investigacion
en el campo de las vacunas frente a la caries es que se han utilizado los factores
de virulencia de S. mutans que facilitan la adherencia de la bacteria, se ha
utilizado la inmunizacion nasal y oral frente a los antigenos I/l y
glucosiltransferasas de la bacteria (43).

Las vacunas DNA frente a tales antigenos también se han ensayado. Una
vacuna DNA es un plasmido bacteriano modificado genéticamente para expresar
las proteinas para las que queremos inmunizar (42).

La idea de vacunar frente a la caries dental es antigua y se ha venido trabajando
en ella desde que se conoce su patogenia, ligada a la colonizacion del diente por
bacterias acidogénicas y se relaciona en su etiologia S. mutans y S. sobrinus.
Desde el nacimiento, conforme se va desarrollando la colonizacion de los dientes
por estas bacterias se van incrementando la cantidad de IgA secretoria que
interfiere con la union de la bacteria a sus ligandos dependientes e
independientes de sacarosa,; es decir, bloquea la adherencia de la bacteria al
diente (42).

4.5 Péptidos antimicrobianos.

Los péptidos antimicrobianos son moléculas que actian desde el inicio de la
respuesta inmune del organismo, se encuentran en la inmunidad innata. Se
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caracterizan porque estan compuestos de aproximadamente de 15 a 45
aminoacidos, cargados positivamente, y con afinidad hidrofilica (44).

Son secretados por las células epiteliales y leucocitos, como por ejemplo los
macréfagos y neutrdfilos.

La funcién principal de los péptidos antimicrobianos es la lisis directa de
microorganismos, en la actualidad, se menciona en la literatura que ademas
contienen funciones quimiotacticas, que permiten modular el sistema inmune y
de esta forma construir “un puente”, entre la inmunidad innata y adaptativa (45).

Podemos encontrar a los péptidos antimicrobianos agrupados de acuerdo con
su tamafio, estructura y organizacion de aminoacidos, los cuales la arginina y
lisina son los mas abundantes. En los seres humanos, encontramos diferentes
péptidos, como, el LL-37, a-defensinas y B-defensinas, localizados en células
sanguineas, hemoglobina, células epiteliales, el péptido hepcidina se localiza en
el higado, y el péptido histatina 5 en la saliva.

Diversos péptidos antimicrobianos pueden ser empleados como agentes
terapéuticos en el tratamiento de las enfermedades infecciosas y/o
complementar la terapia con los antibidticos convencionales, pues tienen
sinergismo con estos. Pueden actuar en contra de bacterias Gram positivas y
Gram negativas, asi como con virus, para detener o eliminar su crecimiento (45).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia de una microbiota oral disbiética en individuos pediatricos, propicia
el inicio y desarrollo de enfermedades orales, como la caries dental.

Sin embargo, existen otros predisponentes, como las transmisiones verticales y
horizontales a las que el paciente pediatrico se ve expuesto durante la
interaccibn con otras personas. (Madre, padre, nifieras, educadoras, Yy
comparieros de escuela)

Por lo que el analisis de la composicién de dicha microbiota ayudara a entender
el proceso de evolucién de la enfermedad cariogénica en individuos pediatricos
con denticion temporal y mixta.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existira diferencia en la composicion de la microbiota oral de nifios con
presencia de caries de distintos grados, en denticién temporal y mixta?

JUSTIFICACION

La caries dental es una enfermedad infectocontagiosa y multifactorial la cual se
puede desarrollar desde las primeras etapas de la vida. Uno de los multiples
factores que juegan un rol importante en el inicio y desarrollo de esta
enfermedad, son los microorganismos presentes en cavidad oral o microbiota,
debido a su capacidad de generar acidos organicos.

La composicién de la microbiota oral es compleja y varia de un individuo a otro,
ya que existe una gran variedad de géneros y especies tanto de bacterias como
de hongos, los cuales estan presentes en distintas proporciones y su equilibrio
asegura el estado de salud oral de los individuos.

La microbiota oral, inicia su conformacion desde las primeras horas de nacido y
a lo largo de la vida sufre cambios. Por lo que conocer la composicion de la
microbiota en individuos pediatricos con procesos cariosos activos o de distintos
grados, asi como de las variaciones que existan nos ayudara a entender mejor
la patogénesis de dicha enfermedad, y serd de suma importancia para
correlacionar clinicamente, y poder ofrecer un mejor diagnostico, tratamiento y
seguimiento a los pacientes pediatricos.
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HIPOTESIS

Si existe mayor heterogeneidad de la microbiota oral (microbiota disbiotica)
habra mayor presencia de caries, por tanto, debe existir mayor diferencia en la
microbiota oral de nifios con presencia de caries de distintos grados y
denticiones.

OBJETIVO GENERAL

Determinar mediante métodos fenotipicos la composicion de la microbiota oral,
de individuos pediatricos con denticiébn temporal; con presencia de actividad
cariogénica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cultivar en el laboratorio microorganismos provenientes de las lesiones
cariosas de individuos pediatricos.

Determinar los géneros bacterianos que se encuentran presentes en
cavidad oral de nifios con caries dental.

Determinar los géneros bacterianos presentes de acuerdo con la edad,
sexo Y tipo de denticion de nifios con presencia de caries.

Determinar si existe la presencia de diferentes especies de
Streptococcus, a Streptococcus mutans en pacientes con caries.
Identificar los géneros de hongos presentes en la cavidad oral de nifios
con caries.

Analizar las diferentes especies de los microorganismos encontrados en
la microbiota oral, por medio de métodos fenotipicos.
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MATERIALES Y METODOS

Este trabajo de investigacidon tuvo como propdsito, la identificacion de la
microbiota oral localizada en los procesos cariosos de pacientes pediatricos que
acudieron a la Clinica de Odontopediatria de la Facultad de Odontologia de la
UNAM.

Se hizo uso de los siguientes elementos:

e Anamnesis a los padres o tutores; en él se recolectan los antecedentes
patolégicos, heredofamiliares y no patologicos del menor, con la finalidad de
encontrar, si existe un agente externo que influya en la salud del menor.

e Odontograma infantil: Se obtuvo la relacion del nimero de dientes que se
encontraban presentes en la boca del menor, cuantos estan o no con presencia
de caries, el grado de caries de cada uno, para corroborar si hay relacion con la
presencia de los microorganismos y grado de caries que exista.

e Toma de fotografias clinicas de los 6rganos dentarios cariados. Esta
evidencia nos ayuda a mostrar como son las diferentes etapas del proceso
carioso de manera clinica, ya que muchas veces el tejido dental no se observa
con destruccion, pero si existe presencia de caries.

e Toma de muestras del tejido cariado, para su siembra en medios de
cultivo y posterior analisis bioquimico.

e El cultivo de los microorganismos se realizé bajo los siguientes criterios
tanto en condiciones aerobias como anaerobias.

Medios de cultivo Condiciones de
incubacion

Streptococeus sp. Agar sangre de carnero

MSA (mitis-salivarius-agar)

S. mutans 5 A 10 % de sacarosa

Agar rogosa-mitchel- 36°C mas menos 1°C

Lactobacillus sp. wiserman 24hrs

Agar Chapman con manitol

Staphylococcus sp. salado

Candida sp. Agar sabouraud
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Una vez obtenidos los cultivos, se realizé el frotis de las colonias utilizando
tincion de Gram para bacterias y azul de lactofenol para hongos; ademas de las
pruebas de la oxidasa y la catalasa, para correlacionar la macroscopia con la
microscopia, logrando la identificacién fenotipica de los géneros y especies
microbianos aislados de cavidad oral.

Elaboracion de historia clinica, consentimiento informado y tomas de
fotografias durante la obtencion de la muestra.

Se elabor6 una historia clinica, con la finalidad de recabar los datos mas
importantes sobre la salud y hébitos del menor, asi como el consentimiento
informado, en donde se menciona el tipo de muestra que se obtendra del mismo,
asi como la explicacion sobre el uso de las fotografias obtenidas durante la toma
de la muestra.

Obtencion de tejido carioso en dientes con caries y sin caries.

Se obtuvieron muestras de 12 pacientes con caries, principalmente de los
segundos y primeros molares temporales, y del primer molar permanente.

La toma de las muestras se realiz6 utilizando un juego de basico estéril por
paciente (1x4), y de un medio de transporte llamado AMIES. Es un medio
destinado a la recoleccion, transporte y preservacion de muestras clinicas, en
general, es un gel no nutritivo de agar blando que contiene un agente reductor
para evitar la oxidacion, y el carbén vegetal para neutralizar.

Imagenes a y b, tomadas de pacientes de la clinica de odontopediatria de la Fac. de
Odontologia UNAM
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En este caso se utilizo el medio de AMIES que es una modificacién del medio de
Stuart. Basicamente, cambia el glicerofosfato por un fosfato inorgénico y el azul
de metileno por carbdn vegetal neutro farmacéutico.

Ademas se afiaden los iones Calcio y Magnesio, que ayudan a conservar la
permeabilidad de la célula bacteriana. Algunos microorganismos pueden resistir
en el medio durante tres 0 mas dias, sin embargo, es conveniente que la muestra
llegue al laboratorio antes de las 24 horas.

Primero se realizo la exploracion bucal, para identificar qué 6rgano dentario
presentaba caries dental, se utilizé un medio de transporte, y se froto el area
afectada con caries, o sin caries; posteriormente se tomo fotografia del 6rgano
dentario a analizar.

Se colocé dentro del tubo con el agar, se cerré. Se opté como intermediario, para
transportar las muestras de la clinica de odontopediatria al laboratorio de
microbiologia.

(Imagen c) tomada en la clinica de Odontopediatria de la Fac.

de Odontologia UNAM

(d) Medio de transporte AMIES

Siembra de muestras en medios de
cultivo.

Una vez obtenida la muestra de los pacientes pediatricos, se realiz6 el cultivo,
en medios de agar, utilizando los siguientes instrumentos, y en el siguiente
orden.

Asa, mechero, guantes, cubreboca, marcador de cera para rotular las cajas de
Petri, cajas de Petri, se encontraban tres divisiones en cada una conteniendo
Agar Gelosa Sangre (AGS), Agar Manitol Salado (AM), Agar Mitis Salivarius,
(ASM) y en otra caja de Petri, Agar Dextrosa Sabouraud (AS), Agar Macconkey
(AMc) y Agar EMB.
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Medios de cultivo, (imagen e) obtenida en el Lab. De Microbiologia de la Fac. De Odontologia UNAM.

Para sembrar los cultivos de las colonias, se realizé lo siguiente.
1. Encender el mechero y colocarlo con la flama en color azul, para tener un
ambiente estéril al momento de realizar la siembra.

2. Se tomo6 cada uno de los hisopos con la muestra que se obtuvo de los
pacientes pediatricos, realizando la siembra por medio de la técnica estria
simple.

3. Se toma el asa sosteniéndola como pluma, se coloca en la interseccion
de las flamas, y se deja hasta que opte por un color rojo intenso, (esto nos
indica que esta estéril). Posteriormente se enfria en una de las esquinas
del medio de cultivo y se toma una porcion de colonia, ya antes sembrada
con el hisopo, nuevamente se realiza una estria simple, por todas las
diferentes divisiones de agar.

4. Se rotula cada una de las cajas de Petri, con los siguientes datos, iniciales
del paciente, si es un diente sin 0 con caries dental, y nimero del 6rgano
dentario, la fecha de la toma de la muestra, y niumero de paciente.

5. Se colocan las cajas de Petri en una canasta metalica dentro de la
incubadora, durante 24 horas, a una temperatura de 36 mas menos un
grado centigrado.

Analisis de las colonias

Tincién de Gram-bacterias / Examen en Fresco-hongos

El siguiente método que se utilizo para identificar las bacterias y hongos
presentes en las colonias, fue tincion de Gram vy tincién de azul de algodén o
lactofenol.

Para la tincibn de Gram se utilizé, portaobjetos, rejilla, mechero, asa, cristal
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violeta, alcohol acetona, Lugol, safranina, agua bidestilada.
Los pasos para la realizacion de la tincion de Gram son los siguientes:

Una vez prendido el mechero, siempre en flama azul; se coloca una gota de agua
bidestilada en el portaobjetos y posteriormente;

1.

Se toma el asa, esterilizandola al rojo vivo, se enfria en una esquina de la
caja de Petri, y se obtiene una pequefia parte de las diferentes colonias
que hayan crecido. Se disuelve hasta que quede homogénea la mezcla.

Se fija la muestra pasando el portaobjetos unos segundos sobre la flama
del mechero. De esta forma se realiz6 a cada una de las muestras de los
12 pacientes estudiados.

Posteriormente se colocan los portaobjetos en la rejilla, lo siguiente es
agregar el colorante cristal violeta, dejar actuar 1 minuto y enjuagar.
Inclinando la rejilla para quitar el excedente.

Para decolorar la muestra, se agregan unas gotas de alcohol acetona,
hasta que la muestra pierda el tono azulado que dejé el cristal violeta.

Se vierten unas gotas de Lugol sobre las muestras, durante 1 minuto, para
después enjuagar, siempre inclinando la rejilla para que se elimine el
excedente del lugol.

Por dltimo, se vierte safranina, dejando actuar 1 minuto y se termina

enjuagando con agua bidestilada. Se dejan secar las muestras para
después observar al microscopio.

v 1

(imagen f) Tincidon Gram negativa, vista al microscopio
0bj.100x; tomada en el Lab de Microbiologia de la Fac.

de Odontologia UNAM de Odontologia UNAM
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(imagen g) Tincidn Gram positiva vista al microscopio

0bj.100x; tomada en el Lab de Microbiologia de la Fac.



(imagen 1) Tincién Gram positiva, vista al microscopio obj. 100x; tomada en el Lab de Microbiologia de la Fac. de
Odontologia UNAM

Y para la tincién de azul de algodén o de lactofenol, se utilizd, agua bidestilada,
portaobjetos, rejilla, mechero, asa, azul de lactofenol, y cubreobjetos.

1. Unavez encendido el mechero, para esterilizar el area de trabajo, se toma
el colorante azul de lactofenol y se coloca una gota en el centro del porta
objeto,

2. Tomando el asa se deja calentar al rojo vivo, la enfriamos en un extremo
del agar, para obtener una pequefia porcién de colonia, posteriormente
con movimientos circulares se homogeniza el colorante y la muestra.

3. Por ultimo, se coloca el cubreobjetos para poder observar al microscopio.

Tincidn azul de lactofenol, vista al microscopio, obj. 100x, (imagenes f y g) tomadas en el Lab de Microbiologia de la

Fac. de Odontologia UNAM
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Aplicacién de pruebas bioquimicas, catalasa y oxidasa.

Se llevaron a cabo las pruebas de catalasa y oxidasa, con la finalidad de
determinar que especies bacterianas habia en las colonias que se desarrollaron.

Para la prueba de catalasa, se utiliz6 mechero, asa, perdxido de hidrégeno, porta
objetos, y rejillas.

Como en todos los procedimientos anteriores, se debe prender el mechero y
ajustar la flama en el color azul.

1. Se coloca una gota de peroxido de hidrégeno en el centro del
portaobjetos, en cada una de las divisiones dependiendo del nUmero de
colonias que haya crecido en el medio.

2. Con el asa, debidamente estéril y fria se toma una porcién pequefa de
las diferentes colonias, y se diluye en el perdoxido de hidrégeno.
Esperando que se genere la reaccién. (imagen h-i)

En la prueba de oxidasa, utilizamos palillos con punta, y unas tiras reactivas
llamadas Bactident" Oxidase, se utiliza para la identificacion de
microorganismos en funcién de su actividad citocromo C oxidasa.

En las mismas condiciones de esterilizacion del ambiente, mechero con flama
azul, se procede a los siguientes pasos.

1. Se rotula cada una de las tiras, dependiendo de la colonia, el medio, el
nombre del paciente del que se toma una porcion de la muestra.

2. Con ayuda del palillo se toma una pequefia porcién de colonia, y se frota
por todo el recuadro que contiene la tira reactiva.

3. Se deja actuar durante unos segundos, y se obtiene el resultado, segun
el colorimetro del fabricante. (imagen j-k)
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(Imagen h-i) Pruebas de catalasa, realizadas en el Lab de Microbiologia de la Fac. de Odontologia
UNAM

(Imagen j-k) Pruebas de oxidasa, realizadas en el Lab de Microbiologia de la Fac. de Odontologia UNAM
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un andlisis descriptivo utilizando medidas de tendencia central y de
dispersion. Ademas, las variables categoricas fueron descritas a través de
frecuencias y porcentajes. Se realizé un analisis bivariado utilizando pruebas de
Xi cuadrada y exacta de Fisher para encontrar una asociacion entre las variables,
género, especies, edad, sexo y tipo de denticion en los pacientes con caries
dental. Todo el andlisis se realizé con un nivel de significancia de p<0.05 y todo
el andlisis se realizo con el programa Stata v.15.
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RESULTADOS

Posterior a las 24 h de incubacién a 36 + 1°C, se realizaron los analisis macroscoépico
y microscoépico, de las colonias que habian crecido.

El andlisis microscopico incluye: las tinciones de Gram y Azul de Lactofenol, pruebas
bioquimicas de catalasa y oxidasa y observacion al microscopio, para determinar la
morfologia y agrupacion. Y estos fueron los resultados, separados por medio de
cultivo.

Se registraron todas las caracteristicas observadas, de cada tipo de medio de cultivo
y se presentan agrupadas en las siguientes tablas, como a continuacion se indica:

Medio de Cultivo Abreviatura | No. de Tabla
Agar Gelosa Sangre GS 1
Agar Manito Salado MS 2
Agar McConkey Mc 3
Agar EMB EMB 4
Agar Mitis Salivarius SM 5
Agar Dextrosa Sabouraud S 6
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(Tabla 1)

GELCSA SANGRE
MICRCSCOPIA MORFCLOGIA DE COLONIA PRUEBAS BICQUIMICAS
grado de
PACIENTE SEXO caries edad denticien | morfologla| agrupadén Gram forma color superficie textura oxidasa catalaza o2 hemdclisis Generos espedes
i 1 M c4 i 5.5 temparal cocos pares + redenda blanco elevada liza + + aerchic gamma  Streptococcus S. milleri
2 M [ox} 6 mixta COCos pares * redonda blanco elevada rugosa * * aerchio gamma Strep.toco.ccus S milleri
- plana lisa - - MNeiszerias sp
i 3 F c4 i g mixta cocos cadenas + redonda blanco elevada lisa - + aerchic gamma  Streptococous S milleri
i i - - - Meisserias sp
4 F c2 a2 mixta cocos pares + redonda grisacea elevada li=a + . aerchic gamma Streptococcus 5. miller
- - Meiszerias sp
i 5 F c2 r 7 mixta COoCos parejas - redonda blance elevada li=a - + aerchio gamma Neiszerias p
i 6 M c1 i 5 temporal felsteets pares cadena + redenda blanco elevada lisa - + aerchio gamma Streptococcus S.milleri
: 7 il c3 : 7 mixta COCos pares + redonda blanco elevada lisa - + aerchic gamma Streptococcus S.milleri
g F c4 5 temporal cocos C':;Zr:j; + redonda blance elevada lisa - + aerchic gamma Streptococcus s. milleri
r r
9 il c2 2 temporal Ccocos pares * redonda blance elevada liza ++ - aerohio beta streplococeus.  S. pycgenes
- Meisserias sp
.4 .4
10 F c3 6 mixta cocos cadena + redonda blanco elevada lisa - + aerchic beta Streptococcus S, pycgenss
pares beta
11 F c2 : 5 temporal COCos racimeo + redonda blanco elevada liza - + aerchio beta Staphylccocous s epidermidis
12 F c2 g mixta COCos pares * redonda blanco plana lisa - * aesrchio beta Strep-toco.ccus S-pycgenes
cadenas - Neisserias sp

Tabla 1: Caracteristicas microscépicas, macroscdpicas y pruebas bioquimicas que se observaron en el medio de cultivo con Agar Gelosa Sangre.
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(Tabla 2

Manitol Salado

MICROSCOFR 1A MORFOLOGIA DE COLONIA PRUEBAS BIOQUIMICAS
grado de
PACIENTE SEX0 . . . . .. . . .
caes edad denticion |morfologial  sgrupacién Sram forma ool or superficia textura oxidasa catalasa 02 Seneros especies
. . S
pares - Neisseria epidermidis
1 ¥ c4 5.5 termporal COCOS redonda azul elevada lisa + - aarohio B
5
racimo + Staphylccoccus -
PRy epidarmidis
. + . - . Streptococcus 5 omillerd
2 M C1 6 mixta COCOS cadena redonda azul elevada lisa zerobio p_ .
- + Meisseria S
. cadena + redonda azul elevada lisa , Streptococcus  Somillerd
3 F c4 8 mixta coCos ) - asrobio p. .
pares - redonda azul elevads lisa - MNeisseria a0
. cadena + . , Streptococcus S.omillerd
4 F c3 22 mixta COCOS redonda azul elevada lisa + - aarohio p. .
pares - Neisseria sp
5 F c3 7 mixta COCOS pares - redonda azul elevada lisa + - asrobio Meisseria M. sp
- . . Mei i M.
& Il 1 5 temporal COCOS pares redonda azul elevada lisa + - aerohio elssera _Sp .
+ Streptococcus  Somillerd
7 Il c3 7 mixta CO(_:OS cadena + redonda azul elevada lisa + - aerobio Streptocc.mcus 5. milleri.
badlos pares Lactobadllus sop.
- . + . Streptoccus S, milleri
) F c4 5 termporal jelaTale’: pares redonda azul elevada lisa - aarohio i .
+ - Neisseria sp
. + . . .
9 %l c2 2 termporal COCOS pares - redonda azul elevada lisa - aarchio MNeissaria M. sp
10 F c3 B mixta [alalele’] cadena + redonda azul elevada lisa - - merobio | Streptococcus  S.milleri
11 F c3 5 termporal COCOS pares + redonda azul elevada lisa + - aerchio  Streptococcus  Somillerd
12 F c2 2 mixta COCOS cadena + redonda azul elevada lisa - - aerobio  Streptococcus  Somillerd

Tabla 2: caracteristicas macroscdpicas, microscopicas y pruebas bioquimicas, que se observaron en el medio de cultivo con Manitol Salado
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(Tabla 3)

Macconkey
MICROSCOPIA MORFOLOGIA DE COLONIA PRUEBAS BIOQUIMICAS
grado de

PACIENTE sexo . . . i . . . :
caries edad denticion | morfologia | agrupacion Gram forma color superficie | textura oxidasa catalasa 02 Generos especies
9 M c2 2 temporal cocos cadena + redonda rojo elevada lisa - - aerobio  Streptococcus  S. milleri

Tabla 3: Caracteristicas macroscépicas, microscépicas y pruebas bioquimicas, que se observaron en el medio de cultivo con Macconkey
(Tabla 4)
EMB
MICROSCOP 1A MORFOLOGIA DE COLON 1A PRUEBAS BIOQUIMICAS
grado de

PACIENTE sexo . .. . L. . . .
caries edad denticion | morfologia| agrupadén Gram forma color superficie textura oxidasa catal asa o) Generos especies
1 M ca 5.5 temporal COCOS pares + redonda café elevada lisa ++ 4 aerobio Streptococcus  S.milleri

. . .
3 F ca4 8 mixta COCoS pares + redonda café elevada lisa aerobio Streptococcus 5. milleri
cadena redonda café elevada lisa
4 F C3 8.2 mixta cOCos pares redonda café elevada lisa + aerobio Neisseria N .sp
+
5 F Cc3 7 mixta COCos pares redonda café elevada rugosa + aerobio Neisseria sp.
cadena
[ M c1 5 temporal COCOS cadena redonda café elevada lisa + aerohio Neisseria N .sp
lana

7 M Cc3 7 mixta €OCos pares + redonda café e?evad/a lisa + + aerobio Streptococcus 5. milleri

8 F c4 5 temporal COCOS pares redonda café elevada rugosa + aerobio Neisseria N.sp
9 M c2 2 temporal COCos pares + redonda café elevada lisa + + aerobio  Streptococcus 5. milleri

Nei i N

10 F Cc3 [ mixta COCoS pares redonda café elevada lisa aerohio eissera _Sp N
+ Streptococcus  s.milleri
11 F Cc3 5 temporal COCos pares + redonda café elevada lisa + + aerobio Streptococcus 5. milleri
12 F c2 8 mixta COCOS pares + redonda café elevada lisa + aerobio Streptococcus S.milleri

Tabla 4 Caracteristicas macroscdpicas, microscdpicas y pruebas bioquimicas, que se observaron en el medio de cultivo con EMB
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(Tabla 5)

Mitis Salivarius

MICROSCOPIA MORFOLOGIA DE COLONIA PRUEBAS BIOQUIMICAS
grado de
PACIENTE sexo . . L. _ . -
caries edad morfologia agrupacion Gram forma color superficie textura oxidasa catalasa 02 Generos especies
10 F Cc3 6 cocos cadena/pares + ovalada translucida elevada lisa - + aerobio Streptococcus  S.milleri
Tabla 5: Caracteristicas macroscdpicas, microscdpicas y pruebas bioquimicas, que se observaron en el medio de cultivo con Mitis salivarius
(Tabla 6)
Sabouraud
MICROSCOPIA MORFOLOGIA DE COLONIA PRUEBAS BIDQUIMICAS
grado de Azul de
PACIENTE SEXO caries edad denticion morfologia agrupacion lactofenol forma color su perficie textura oxidasa catalasa 02 Generos especies #colonias

1 W c4 55 temporal levadura aislado positivo redonda blanco elevada liza - - aerobio Candida C. albicans 4
4 F c3 r B2 mixta levadura pares positivo redonda blanco elevada liza - - aerobio Candida C. albicans 2
5 F c3 r 7 mixta levadura cadena positivo redonda rosa elevada liza - - aerobio Candida C. albicans 4
6 W Ccl i 5 temporal levadura aislado positivo redonda blanco elevada liza - - aerobio Candida C. albicans 5
7 W c3 i 7 mixta levadura pares positivo redonda blanco elevada liza - - aerobio Candida C. albicans 7

Tabla 6: Caracteristicas macroscépicas, microscdpicas y pruebas bioguimicas, que se observaron en el medio de cultivo con Sabouraud
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Con base en los datos obtenidos, se utiliz6 un sistema de estadistica, llamado
Fisher’s exact. El cual nos sirvio para obtener el porcentaje de crecimiento bacteriano
en cada uno de los pacientes, dependiendo de los objetivos a cumplir.

El estudio incluyo a 12 individuos de los cuales 7 mujeres (59.42%) y 5 hombres
(40.58%). Figura 1.

En cuanto a edad, hubo un rango de 2-10 afios, por lo que se crearon dos grupos,
uno de 2-5 afios (46.48%) y el otro de 6 afios 0 mas (56.52%). Figura 2.

La distribucién de la muestra en cuanto a la denticion fue el 56.52% para la denticion
mixta y el 43.48% para la denticion temporal. Figura 3.

En relacién con las caracteristicas microscopicas, encontramos que, la morfologia de
los microorganismos cultivados fue: cocos 91.30%, levaduras 7.25% y bacilos 1.45%.
Figura 4.

La agrupacién observada de dichos microorganismos fue de la siguiente manera:
microorganismos aislados 2.90%, bastones 1.45%, cadenas 28.98%, pares 63.77%,
y racimo 2.90%. Figura 5.

Y en cuanto a tincion, obtuvimos que el 62.32% fueron Gram positivas y Gram
negativas 37.68%. Figura 6.

Las caracteristicas macroscdépicas que se registraron fueron:
» Forma: ovalada 1.49% y redonda 98.51%. Figura?.

> Color: blanco 50%, café 36.96%, gris 6.52%, rojo, rosa y translicido 2.17%.
Figura 8.

> Superficie: plana 7.25% y elevada 92.75%. Figura9.
» Textura: lisa 94.20% y rugosa 5.80%. Figura 10.
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Sexo

= Hombre

B Mujer

Edad

FIGURA 1. Distribucién de la muestra en cuanto al sexo.
7 mujeres (59.42%) y 5 hombres (40.58%)

n=12

M 2-5 afios

H 6 afios 0 mas

FIGURA 2. Distribucién de la muestra en cuanto a edad, hubo
un rango de 2-10 afios, por lo que se crearon dos grupos, uno
de 2-5 afios (46.48%) y de 6 afios 0 mas (56.52%)

n=12
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[y 4

Denticion

H Mixta

B Temporal

Morfologia

FIGURA 3. Distribucién de la muestra en cuanto a la denticion,
se dividié en denticién mixta (56.52%) y denticion temporal
(43.48%).
n=12 Cocos
1 Levaduras

M Bacilos

FIGURA 4. Distribucion de la muestra en cuanto a la morfologia
de los microorganismos cultivados fue; cocos (91.30%),
levaduras (7.25%) y bacilos (1.45%)

n=12
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Agrupacion

Asilados
M Bastones
m Cadenas

Pares

W Racimo

FIGURA 5. Distribucion de la muestra en cuanto a la agrupacion
de las colonias fue, asilados (2.90%), bastones (1.45%), cadenas
(28.98%), pares (63.77%), y racimo (2.90%).

n=12

Tincion de Gram

B Negativo

M Positivo

FIGURA 6. Distribucion de la muestra en cuanto al tipo de tincion,
Gram positivas (62.32%) y Gram negativas (37.68%.)
n=12
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Forma

W Ovalada

2 Redonda

FIGURA 7. Distribucién de la muestra, con base a la forma de
las colonias, ovalada (1.49%) y redonda (98.51%) co | or
n=12

[ Blanco
B Café
M Gris
M Rosa
H Rojo

Translucido

FIGURA 8. Distribucién de la muestra, con base al color de las
colonias fue;

Blanco (50%,) café (36.96%), gris (6.52%), rojo, rosa y
translucido con (2.17%)

n=12
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Superficie

M Plana
M Elevada
FIGURA 9. Distribucion de la muestra, en base a la superficie de
las colonias, plana con (7.25%) y elevada (92.75%)
n=12 Textura

FIGURA 10. Distribucion de la muestra en base a la textura de
las colonias lisa; (94.20%) y rugosa (5.80%).
n=12

M Rugosa

M Lisa
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Se analizaron los resultados segun los objetivos planteados al inicio de este trabajo

de investigacion.

El segundo objetivo planteado es determinar lo

s diferentes géneros bacterianos;

segun la estadistica los valores obtenidos fueron los siguientes. Figura 11

Génaro %
Streptococcus . 493
Neisseria 377
Gandida 7.2
Staphylococcus . 43
Lactobadllus 1.5
Total 100

El tercer objetivo de acuerdo con la edad, sexo, y tipo de denticion, los porcentajes

de los géneros bacterianos fueron los siguientes

. Figuras 12,13y 14

Edhd (aros)
Génaros 2 5 6 7 8 10
Streptococcus 18 23 21 9 26 3
Neisseria 23 19 8 19 23 8
Gandida 0 40 0 40 20 0
Staphylococcus 33 67 0 0 0 0
Lactobadllus 0 0 0 100 0 0
Nivel de significancia de: p=0.636
Génaros
Sexo Streptococcus Neisseria Candida Staphylococcus  Lactobacillus
Mujer 51 39 5 5 0
Hombre 45 36 11 4 4
Nivel de significancia de: p=0.732
Géneros
Dentidon | Streptococcus Neisseria Candida Staphylococcus  Lactobacillu
Temporal 44 42 20 100 0
Mixta 55.88 57.69 80 0 100

Nivel de significancia de p= 0.245
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El cuarto objetivo fue determinar que especies diferentes a Streptococcus mutans
se encuentran en pacientes con caries dental, y los resultados fueron los siguientes.

Figura 15
Espedes %
Neisseria  14.93
Candida 7.46

S millen 4179

S epidermidis  7.46

s pyogenes  28.36
Total 100

Quinto objetivo. Al encontrar el género de Candida, con un 7.25%, perteneciente a
hongos, en pacientes con caries dental. Figura 11

El sexto objetivo, se analizé con las diferentes especies que se encontraron
empleando métodos fenotipicos.
(Figura 15)
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GENEROS

100 -

80 -+
<)
OT\X W Streptococcus
o
E 60 - B Neisseria
o B Candida
(]
2 B Lactobacillus
‘s 40
§ Staphylococcus
g
a

20 -

0 ] |

Género

Figura 11. Porcentaje de crecimiento de los diferentes géneros bacterianos; de izquierda a derecha; Streptococcus (verde),

Neisseria (azul), Candida (morado), Lactobacillus (rojo) y Staphylococcus (amarillo). Los datos son resultado de Fisher’s exact.

n=12.

100

80 -+
S
2 B Streptococcus
\g 60 - W Neisseria
oo
) M Candida
©
S 40 W Lactobacillus
C
g Staphylococcus
a

20 - I L

O 1 T T T T T J 1

2 5 6 7 8 10
Edad (afios)

Figura 12. Porcentaje de crecimiento de los diferentes géneros de microorganismos, por edad. De izquierda a derecha: 2, 5, 6, 7,
8y 10 afios. Streptococcus (verde), Neisseria (azul), Candida (morado), Lactobacillus (rojo) y Staphylococcus (amarillo).
Los datos son resultado de Fisher’s exact. n=12.

Nivel de significancia de: p=0.636
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SEXO / GENERO

100 +

80
S
9 W Streptococcus
\%’ 60 - B Neisseria
oo
) M Candida
iel
S a0 B Lactobacillus
C
?3’ Staphylococcus
a

20 -

0 -

Hombre Mujer
Sexo

Figura 13. Porcentaje de crecimiento en cuanto al | sexo del paciente y género de los microorganismos, de izquierda a derecha.
Hombres; Streptococcus (verde), Neisseria (azul), Candida (morado), Lactobacillus (rojo) y Staphylococcus (amarillo)

Mujeres; Streptococcus (verde), Neisseria (azul) Candida (morado), Lactobacillus (rojo) y Staphylococcus (amarillo).

Los datos son resultado de Fisher’s exact. n=12

Nivel de significancia de: p= 0.732

DENTICION / GENERO

100 +

80

W Streptococcus
60 W Neisseria

B Candida

B Lactobacillus

Staphylococcus

Presencia de géneros (%)

temporal Denticién mixta

Figura 14. Porcentaje de crecimiento con base a la relacidn de las denticiones y el género microbiano; de izquierda a derecha:
Temporal, Streptococcus (verde), Neisseria (azul), Candida (morado), Lactobacillus (rojo) y Staphylococcus (amarillo).

Mixta, Streptococcus (verde), Neisseria (morado), Candida (morado), Lactobacillus (rojo) y Staphylococcus (amarillo).

Los datos son resultado de Fisher’s exact. n=12

Nivel de significancia de p= 0.245
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Presencia de especies (%)

ESPECIES

100
80 -
B Neisseria
60 - B Candida
| S. milleri
40 - S. epidermidis
S. pyogenes
20 -
o | ]

Especies

Figura 15. Porcentaje de crecimiento con base a las diferentes encontradas en los cultivos; de izquierda a derecha.
Neisseria sp. (azul), Candida albicans (morado), Streptococcus milleri (verde fuerte), Staphylococcus epidermidis (amarillo)
y Streptococcus pyogenes (verde claro)

Los datos son resultado de Fisher’s exact. n=12
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DISCUSION

Al realizar el analisis de las muestras obtenidas de pacientes pediatricos que
acudieron a la clinica de odontopediatria de la Facultad de Odontologia, se obtuvo
gue el S. mutans, en efecto es el que mayor prevalencia tuvo, tanto en la denticion
mixta como temporal, ademas de esta especie se encontraron Streptococcus
pyogenes, y Streptococcus milleri. Cuyas especies complementan las que en la
literatura estan descritas (18).

El género Lactobacillus, tiene gran influencia en lesiones cariosas con extension a la
dentina; y en los pacientes estudiados, se encuentra en la mayoria de los pacientes
con grado de caries 2, 3y 4, los cuales tienen denticion mixta principalmente (17).

La presencia del género Neisseria, fue encontrada en la mayoria de los pacientes
estudiados.

Las interacciones de bacterias y hongos existen, ya que los hongos tienden a
presentarse en zonas en donde existe en exceso placa dentobacteriana, y como
consecuente gran actividad cariogénica, y es ahi en donde se localizan las bacterias;
en los pacientes estudiados, hubo presencia de ambos géneros, tanto Candida y
Streptococcus. Ambos en las denticiones temporales y mixtas, asi como en los dos
sexos estudiados (20).

La presencia de Lactobacillus y Staphylococcus, parece que esta ligada dependiendo
de la denticién, puesto que entre mayor prevalecia habia de uno como fue el caso de
Staphylococcus con un 100% en la denticion temporal, los Lactobacillus fueron 0%, y
en la denticion mixta estos valores se invirtieron (18).

Estudiando los parametros de sexo, se observé que no hay una diferencia muy

significativa entre uno y otro, ambos tendran crecimiento bacteriano simplemente por
presentar procesos cariogénicos.
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CONCLUSIONES

Se llegd a la conclusién de que, la disbiosis de la microbiota oral de pacientes con
procesos cariogenicos, conlleva a contar con una variedad de géneros bacterianos y
de hongos, asi como diferentes especies.

La diferencia de edad, de sexo y tipo de denticibn en los pacientes, no son
predisponentes para padecer caries dental, y por consiguiente encontrar diferencia en
la microbiota oral cariogénica, puesto que en ambos sexos y en ambas denticiones,
se hallaron diferentes géneros y especies de microorganismos que originan el proceso
carioso.

Por ultimo, de acuerdo a este estudio, la disbiosis en la microbiota oral de pacientes
con caries, si juega un papel importante durante el proceso cariogénico, ya que cuenta
con la presencia de microorganismos bacterianos y fldngicos, que por sus
caracteristicas que agravan el estado de salud de los 6rganos dentarios.

Determinar mediante métodos fenotipicos la composicién de la microbiota oral, de
individuos pediatricos con denticidn temporal; con presencia de actividad cariogénica.
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ANEXOS

Pl
2

R

i
) UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONDMA DE MEXICO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
PROYECTO DE INVESTIGACION

HISTORIA CLINICA Y CONSENTIMIENTC VALIDAMENTE INFORMADC

Nombre del Tutor: MIRA MORALES VICTOR MANUEL
Nomibre del Asesor: OSEGIUEDA ESPINOSA ALFREDO ALAN

Nombre del alumno: CHAVARRIA GARCIA KARLA BEATRIZ

1. INFORMACION GENERAL

MNombre del paciente:

Fecha de nacimiento: Lugar de nacimiento: Edad: Sexo

Grado escolar:

Nombre del padre/madreftutor:

Motivo principal de la consulta:

2. HISTORIA CLINICA POR APARATOS Y SISTEMAS

SActualmente estd bajo tratamiento médico por alguna enfermeadad ?

S estd bajo tratamiento, ¢ Qué medicamentos toma regularmenta?

{Esalérgico aalgln alimento o meadicamento?

¢Tiene su esquema de vacunas completo?

Presenta o ha presentado Sl NO

Reflujo

Epil epsia

Parotiditis

Difteria
Escarlatina

Varicela

Sarampion

Rubeola

2. ANTECEDENTES HEREDCOFAMILIARES

Padre:

Madra:

t?w?‘

-ZJ_\('J:..!’\'IJIn'_l'.
UNAM
w04

Lt

"’}i
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4. ANTECEDENTES PERSONALES

¢Se alimenta o alimenté? Por seno materno _ Por biberéon:
¢Endulza o endulzd su leche?

¢Lleva a cabo algin procedimiento bucal en el paciente?

éQuién lo realiza?

¢Con que y con que frecuencia?

5. CARTA DE CONSENTIMIENTO VALIDAMENTE INFORMADO

Ciudad de México a

con domicilio en

MNombre del nadre o furor

en calidad de familiar o tutor de

Declaro que la alumna CHAVARRIA GARCIA KARLA BEATRIZ con numero de cuenta 31131721 5, me
ha explicado que las preguntas anteriormente planteadas, las fotografias tomadas de la cavidad
bucal del menor, sin exposicion del rostro y la toma de muestras seran utilizadas Gnicamente para

fines académicos, asi como en su caso, la exposicion de éstas en congresos relacionados al ambito
odontolbgico.

Declaro que comprendo y acepto los puntos planteados anteriormente, y que toda la informacion
que proporcioné es verds. Asimismo, manifiesto mi conformidad con la informacion recibida,
otorgo mi consentimiento para que se lleven a cabo los procedimientos necesarios.

Nombre y firma del padre o tutor Nombre y Firma de la alumna

Nombre y firma del tutor y asesory namero de Cédula Profesional

VESTIBULAR

VESTIBULAR
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