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1. RESUMEN

La caries es una enfermedad infecciosa, trasmisible y multifactorial caracterizada
por bacterias que se adhieren y colonizan la superficie dental. Es la enfermedad
dental mas prevalente en poblacion pediatrica a nivel mundial, en México aun es
considerada un problema de salud publica para esta poblacion. El indice CPO/ceo
es el mas utilizado para medir experiencia de caries en estudios epidemioldgicos,
sin embargo, tiene algunas limitaciones como es el detectar caries en las primeras
etapas. A cerca del analisis metataxonémico este nos brinda perfiles bacterianos a
través de la secuenciacion del gen ARNr 16S, que ayuda a detectar la totalidad de

bacterias incluso las que no pueden ser cultivadas de manera convencional.

El objetivo de este estudio fue relacionar los puntajes del indice CPO/ceo con los

resultados del analisis metataxonémico de saliva en pacientes pediatricos.

Se tomaron 34 muestras de saliva de nifios con y sin experiencia de caries
evaluados con el indice CPO/ceo, se procesaron para la secuenciacion del gen
ARNr 16S. Los resultados mostraron el top 10 de especies encontradas en la que
solo S. tigurinus fue estadisticamente significativa (p=0.010) presentandose mas en
casos que en controles, en estudios previos esta especie se ha relacionado con

caries.

Concluimos que la relacion del indice con el analisis metataxonémico es baja, sin
embargo, los resultados son prometedores ya que a pesar de que la mayoria de las
especies no tuvieron un valor estadisticamente significativo, varios de los géneros

obtenidos en nuestros resultados se han relacionado con caries en estudios previos.



2. ANTECEDENTES

Enfermedades orales mas frecuentes

Existen tres problemas dentales principales que afectan a la poblacion mundial, caries,
gingivitis y las maloclusiones. Estas alteraciones dentales también estan presentes en la
poblacion pediatrica, siendo la de mayor prevalencia, la caries, afectando a un 95% de nifios
menores de 8 afios (1). La segunda causa de morbilidad bucal es la gingivitis, la cual es
una enfermedad bucodental que se caracteriza fundamentalmente por la inflamacion de la
mucosa gingival. Dentro de los signos mas frecuentes que son observados se encuentran
el cambio de color, tamafio y forma, asi como, alteracion en su consistencia y textura,
posicion y presencia de hemorragia. Se estima que las tasas de prevalencia son muy altas
ya que mas de las tres cuartas partes de la poblacién la padecen o presentan un alto riesgo
a desarrollarla. La prevalencia de la gingivitis aumenta con la edad, comienza en promedio
a los 5 afos y alcanza su punto maximo en la pubertad para después disminuir. Estudios
epidemiolégicos indican que la presencia de gingivitis en poblacién pediatrica es
inconstante. Murrieta y cols. reportaron en el afio 2004 un 20.6% de prevalencia de
gingivitis, principalmente en la region anterosuperior en escolares de la ciudad de México
(2). Las maloclusiones son alteraciones del equilibrio entre los sistemas en desarrollo que
componen al complejo orofacial y pueden afectar a los dientes, maxilar, mandibula,
articulacion temporomandibular y musculos. Su frecuencia es variable en los diferentes
paises. En México en el afio 2004 Montiel y cols. encontraron una prevalencia de

maloclusion de 54% en nifios de 6 a 12 afios de la Ciudad de México (1, 3).

Caries

La caries dental es una enfermedad multifactorial, infecciosa y trasmisible, causada por
bacterias que se adhieren a la pelicula adquirida del esmalte y colonizan la superficie dental
(4). Para que una lesién cariosa se desarrolle tiene que interactuar con el esmalte, el
microbiota y un sustrato bacteriano que permita la produccion de acidos durante un periodo
determinado de tiempo, el cual depende de la estructura quimica del esmalte y, por lo tanto,
de su resistencia a desmineralizacion por los acidos bacterianos (1, 2). La velocidad de
progresion de las lesiones es variable, y esta relacionada con factores genéticos,

anatomicos, dietéticos, costumbres familiares y sociales, entre otros (5).



La superficie dentaria esta bafada por la saliva y, entre ambas, ocurre un continuo
intercambio de iones calcio y fosfato dando lugar a un ciclo constante de desmineralizacion
— remineralizacion. Si la pérdida e incorporacion de iones es similar, el resultado es el
equilibrio y la superficie, aparentemente, permanece intacta. Sin embargo, el equilibrio
puede alterarse. En presencia de carbohidratos fermentables, algunos microorganismos
metabolizan acidos organicos que dan lugar a una caida del pH favoreciéndose la
desmineralizacion. Por el contrario, si estan presentes iones de fluoruro, se forman cristales
de fluorapatita, mas resistentes a la agresion acida (5). El proceso biolégico que se produce
es dinamico: desmineralizacién — remineralizacién, lo que implica que es posible controlar

la progresion de la enfermedad y hacerla reversible en los primeros estadios (6).

Epidemiologia

La caries dental junto con la enfermedad periodontal, constituyen el mayor porcentaje de
morbilidad dentaria durante toda la vida de un individuo. Afecta a personas de cualquier
edad, sexo y raza; teniendo una mayor presencia en sujetos de bajo nivel socioeconémico.
Esta situacion guarda relacion directa con un deficiente nivel educativo, una mayor
frecuencia en el consumo de alimentos ricos en sacarosa entre las comidas, y el tiempo en

que estos permanecen en la boca (7).

En las ultimas décadas, paises desarrollados han observado una disminucion de la caries
dental en ciertos sectores poblacionales, como los grupos pediatricos y de adolescentes.
Aproximadamente el 50% de los nifios de EE. UU., son considerados libres de caries desde
1993. Sin embargo, en los paises en vias de desarrollo, como algunos de América Latina 'y
el Caribe, este cambio ha sido lento, considerandose todavia un problema significativo de

salud publica para la poblacién infantil (8).

Desde los afos 70 se ha documentado la caries dental como un problema de salud en
México. Los datos de la encuesta efectuada por la Secretaria de Salud en 1980, sobre
morbilidad bucal en escolares de la Ciudad de México, mostraron que los nifios de 6 a 14
afnos presentaron un alto porcentaje de caries (95,5% en dientes permanentes). Estudios
posteriores en los afios 90, la ubicaban por arriba de 90%. En 1998, Mendoza y cols.
reportaron una prevalencia de 17.9% y 62,5% para los grupos de edad de 6 y 12 afos,
respectivamente (8). Posteriormente, en 2009 Reynoso y cols., realizan un estudio donde

participan 12 entidades federativas (Campeche, Chiapas, Chihuahua, CDMX, Guanajuato,



Guerrero, Jalisco, Nuevo Leon, Puebla, Sinaloa, Tamaulipas y Veracruz), con el fin de
describir el estado de salud dentario y de posibles factores de riesgo asociados a caries de
la infancia en preescolares. Del nimero de nifos examinados se encontraron libres de
caries el 60.6% a los tres anos, disminuyendo con la edad hasta los seis afios con el 38.9%.
La prevalencia de caries en el grupo examinado fue del 91.0%; la severidad o el promedio
del indice CPOD (dientes primarios cariados, perdidos u obturados) es de 2.4 dientes
afectados. Los nifios de 3 anos presentaron un CPOD de 1.5 y los de 6 afios presentaron

casi 3 dientes afectados (9).

indice de medicion de caries

Los problemas de salud o enfermedad de una poblacién pueden medirse por medio de
instrumentos que reciben el nombre de indices de salud o enfermedad. El indice es un valor
numeérico, por lo general, expresado por proporciones o coeficientes que describe una
situacion relativa de salud o enfermedad, en una determinada poblacién, a través de una
escala graduada, con limites superior e inferior definidos. Estos, a su vez, permiten
comparar los resultados con los de otras poblaciones clasificadas segun los mismos
métodos y criterios. Los indices sirven como indicadores de la prevalencia de determinadas
enfermedades o condiciones de una poblacién, asi como, el grado de severidad en que se

encuentran esas enfermedades (10).
Caracteristicas de un indice de medicidn

Un buen indice reune las siguientes caracteristicas:

1. Validez: Que sirva para medir lo que se pretende y que se adapte a las
caracteristicas del problema de estudio.

2. Claridad: ElI examinador debe entender con facilidad las reglas y criterios a aplicar
en el estudio.

3. Fiabilidad: Los resultados deben ser consistentes y reproducibles por distintos

examinadores.



4. Sensibilidad: Debe permitir la deteccion razonable, incluso de pequefas
variaciones.

5. Aceptabilidad de los individuos examinados: No ocasionar molestias en los
examinados (10).

6. Manejabilidad estadistica: Susceptible de facil expresion y control estadistico (11).

El estudio epidemioldgico fiable o confiable requiere de consistencia diagndstica por parte
del examinador, este debe ser capaz de diagnosticar la misma condicién en situaciones
distintas. Al igual, durante el trabajo conjunto de varios examinadores es indispensable la
unificacion de criterios para lograr un grado de consistencia diagndstica aceptable, el cual

debe ser mayor de 90%, aunque dependera de la complejidad de las mediciones (10).

CPO vy ceo

Klein y Palmer en 1930, establecieron el CPO vy asi tomaron la pieza dental como unidad
de medida. ElI CPO es el indice odontolégico mas utilizado y tiene la ventaja de medir el
nivel de experiencia de caries en un grupo amplio de poblacién, por lo cual, se usa en
estudios transversales (11). Las iniciales de las siglas CPO significan: C, nimero de dientes
permanentes cariados no tratados; P, numero de dientes permanentes perdidos por caries;

O, numero de dientes permanentes obturados o restaurados (10).

El indice ceo se utiliza para conocer la salud dental en niflos con denticién temporal o mixta
y significa C, numero de dientes cariados y no restaurados; E, numero de dientes

temporales indicados para extraer; O, numero de dientes temporales obturados (10).

Nomenclatura de CPO/ceo

El examen debe efectuarse de forma ordenada, pasando de un diente o espacio dental, al
diente o espacio adyacente. Debe considerarse que un diente esta presente en la boca
cuando cualquier parte de este es visible. Si un diente permanente y otro primario ocupan

el mismo espacio dental, debe registrarse el estado del diente permanente(12).

Tabla 1 Criterios para el diagnéstico y la codificacién del indice CPO/ceo segun la OMS

CLAVE ESTADO CRITERIO
ceo CPO
Sano Una corona se codifica si no hay muestra de evidencia de caries clinica tratada o no tratada. Las
etapas de la caries que proceden a la cavitacion, asi como otras condiciones similares a las
primeras etapas de la caries, se excluyen porque no pueden identificarse de manera confiable en

la mayoria de las condiciones de campo en las que se realizan encuestas epidemiolégicas.
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Caries

Corona
obturada con

caries

Corona
obturada sin

caries:

Perdida
dental debido

a caries

Pérdida
dental por

otro motivo

Sellador de
fosetas y

fisuras

Pilar de
protesis

dental fija

Diente sin

corona

Se registra como presente cuando se encuentra una cavidad o fisura en la superficie lisa del
diente, esmalte socavado o un piso o paredes suavizado de manera detectable. También se
incluye en esta categoria un diente con alguna curacién, o uno que esté obturado pero que tenga
caries. En los casos en que la corona ha sido destruida por caries y solo queda la raiz, se
considera que la caries se origind en la corona y por lo tanto, se califica como caries. Donde
exista alguna duda, la caries no debe registrarse presente.

Se considera cuando tiene una o mas restauraciones permanentes y una o mas areas que estan
cariadas. Se aplica el mismo cédigo independientemente de si las lesiones cariosas estan en

contacto con o las restauraciones.

Se considera cuando hay una o mas restauraciones permanentes y no hay presencia de caries
en ninguna parte de la corona.

A un diente que se le ha colocado corona debido a una caries previa se registra en esta categoria.
Un diente que se le ha colocado corona por razones distintas a la caries mediante un pilar de
protesis fija esta codificado con el 7.

Este codigo se usa para dientes temporales y permanentes que se extrajeron debido a caries.
Para los dientes primarios faltantes, este cddigo debe usarse solo si el sujeto esta en una edad
en la que la exfoliacién normal no seria una explicacion suficiente para la ausencia. El estado de
una raiz de un diente que se ha calificado como perdido debido a la caries debe codificarse con
7009.

En algunos grupos de edad, puede ser dificil distinguir entre dientes no erupcionados (cédigo 8)
y dientes faltantes (codigo 4 o 5). Conocimientos basicos de los patrones de erupcion dental, la
apariencia de la cresta alveolar en el area del diente en cuestion y el estado de caries de otros
dientes en la boca puede proporcionar pistas Utiles para decidir si un diente esta sin erupcion o
ha sido extraido. El cédigo 4 no debe usarse para dientes que se consideran faltantes por

cualquier motivo que no sea caries. En arcos totalmente desdentados se debe colocar un solo 4

Este cddigo se usa para dientes permanentes que se consideran ausentes congénitamente, o se

extraen por enfermedad periodontal o por razones de ortodoncia, trauma etc.

Este codigo se usa para dientes en los que se ha colocado un sellador de fisuras en la superficie

oclusal. Si un diente con sellador tiene caries, debe codificarse como 1.

Este codigo se usa para indicar que un diente forma parte de un pilar de una proétesis fija. Este
codigo también se puede usar para coronas colocadas por razones distintas a caries y para
carillas o laminados que cubren la superficie labial de un diente, en los que no hay evidencia de
caries o una restauracion.

Nota: Los dientes faltantes reemplazados por protesis dental parcial fija se codifican con 4 o0 5.

Esta clasificacion esta restringida a dientes permanentes y se usa solo para un espacio dental

con un diente permanente sin erupcion, pero sin diente primario.
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) 9 No registrado = Este codigo se usa para un diente permanente erupcionado que no puede examinarse por ningdn

motivo, como bandas de ortodoncia, hipoplasia severa etc. (12).

El indice CPO y ceo han sido ampliamente utilizados en estudios epidemiolégicos de salud
bucal. Es recomendado por la OMS para medir y comparar la experiencia de la caries dental
en las poblaciones. Sin embargo, se han descrito algunas limitaciones ya que no identifica
el grado de severidad de la lesién, este indice solo se utiliza para identificar la condicion del
diente y asi llevar a cabo el registro y procesamiento estadistico de la informacién

recolectada.

Estudios previos han mostrado que los criterios recomendados por la OMS, aunque en
adultos se pueden utilizar sin perder informacién relevante, en poblacién pediatrica se
pierde una cantidad relevante de informacion, que puede llevar a una subestimacion de la
caries en esta poblacién (13). En el articulo de Melgar y cols, se comenta que, si la
evaluacion de caries en la poblacion tiene el objetivo de detener y revertir el proceso de
caries a través de la prevencion, es importante la identificacion de lesiones en una etapa
mas temprana. Una opcion es la utilizacion del indice ICDAS; sin embargo, consume mucho
tiempo, eleva los costos de los estudios epidemiolégicos y requiere el uso de aire
comprimido para identificar los signos de caries mas tempranas (14). Por otra parte, en el
estudio de Jordan y cols, donde evaluaron una poblacién pediatrica durante cinco afos,
encontraron que el uso del indice CPO/ceo sobreestima la frecuencia de caries cuando la
prevalencia de extracciones es alta, refieren que al especificar todas las superficies de las
coronas / extracciones como cariosas, el indice estima el tratamiento y no la enfermedad
(15).

Saliva

La saliva es uno de los factores mas importantes que afectan la homeostasis de la cavidad
oral. Es un liquido secretado por las glandulas salivales y su composicion y secrecién

depende de diversos factores entre los que se incluyen, la glandula de la que es secretada,



la edad del paciente, género y tipo de factor estimulante (16). La saliva tiene multiples
funciones:
* Funcién digestiva: Es realizada por la presencia de las enzimas a-amilasa salival o

ptialina y lipasa lingual, que participan en la digestion de almidén y triglicéridos

*  Funcidn de lubricacién y proteccién: La saliva contiene mucinas que son proteinas
hidrofilicas, lo que les hace tener la propiedad de humidificar y lubricar los tejidos de

la cavidad oral.

* Funcion antibacteriana de las proteinas salivales: Esta se lleva a cabo por las
inmunoglobulinas, al igual las células de los conductos glandulares secretan

lisozima y lactoferrina que tiene un efecto bactericida (17, 18).

Glandulas salivales

Las glandulas salivales son érganos destinados a producir saliva. Estas se caracterizan por
verter su producto de secrecion en la cavidad bucal. Se pueden clasificar en glandulas

salivares mayores y glandulas salivares menores (18).

Las glandulas salivales mayores, extrinsecas o extraparietales, se caracterizan por
encontrarse fuera de la cavidad bucal. Estas son las glandulas parétidas, glandulas
submandibulares y glandulas sublinguales, cada una en niumero par a cada lado de la linea
media. Son las encargadas de producir entre el 90 y 95% del volumen total de la saliva (18).
Tienen una estructura lobular, la mayoria estan construidas con segmentos que generan
secrecion, una capa de células secretoras cuboides envueltas con una densa red de vasos

sanguineos, y tubos que secretan saliva en la cavidad oral (19).

Las glandulas salivales menores intrinsecas o intraparietales, se encuentran al interior de
la boca. Las hay labiales, bucales, linguales (Von Ebner’s), sublinguales, glosopalatinas y
palatinas, dependiendo la zona donde estén alojadas. Las glandulas salivales menores
pueden distinguirse histolégicamente de glandulas salivales mayores ya que carecen de

estructura lobular y capsula de tejido conectivo (19, 20).

Gldndula pardtida

Es la mas grande de las glandulas salivales, teniendo un peso de 15-30 gramos, produce

el 60 - 65% de la saliva total (16). Consiste en una masa de tejido irregular, lobulada y



amarillenta, que se encuentra debajo del conducto auditivo externo, entre la mandibula y el
esternocleidomastoideo; se proyecta hacia adelante sobre la superficie del masetero, donde
una pequefa parte, que normalmente esta desprendida, se sitla entre el arco cigomatico
por encima y el conducto parotideo por debajo; esta porcion desprendida se denomina
porcion accesoria de la glandula (17). Esta glandula tiene secrecién serosa y expulsa su
secrecioén a la cavidad bucal a través del conducto de Stenon, el cual, tiene una longitud de
4 a 6 cm y un calibre promedio de 3mm. Desemboca en la cara interna de la mejilla a la

altura del primer o segundo molar (18, 20).

Glandula submandibular

Es la segunda en tamano de las glandulas salivales mayores. Pesa aproximadamente de 7
a 8 gramos. Es la responsable de producir entre el 20 y el 30% de volumen de saliva total.
Esta ubicada en la region glososuprahioidea, por delante del esternocleidomastoideo y por
arriba del vientre anterior del digastrico. Limita hacia fuera con la cara interna del cuerpo
mandibular. Se extiende entre el angulo mandibular y el hueso hioides. Su secrecion es de
tipo mixto con predominio seroso la cual es vertida al medio oral a través del conducto de
Wharton, este mide aproximadamente 4 a 5 cm de longitud con un calibre entre 2 y 4 mm,
su recorrido desde la glandula es tortuoso hasta desembocar en el vértice de la caruncula

salival, situada a cada lado del frenillo lingual (19, 20).

Gldndula sublingual

Es la mas pequefia de las glandulas extraparietales. Produce solo el 2 al 5% de la saliva
total. Esta situada en el piso de la boca, apoyada sobre el cuerpo mandibular. Hacia la linea
media se relaciona con el grupo muscular lingual. Hacia atras puede llegar a relacionarse
con la glandula submandibular. Mide entre 35 y 45 mm, pesa aproximadamente 3gr y su
secrecion es de tipo mixto con predominio mucoso. Su secrecion puede ser expulsada a
través de varios conductos que ascienden en forma vertical en numero de 10 a 30 para
desembocar en varias papilas a lo largo de las carunculas sublinguales, o puede

desembocar en un conducto unico llamado conducto de Bartholin (19, 20).



Ganglios
linfaticos

( | ——Glandula
% N parétida
>

/é';), e
Glandula sublingual”” /

Glandula
submandibular

Lengua

f

\
\

Imagen 1 Localizacion anatomica de las glandulas salivales mayores.

Recuperado de: https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-
terms/def/salivary-gland

Composicién y clasificacion de la saliva

La saliva es una solucion hipotonica producida por los acinos salivales, liquido crevicular
gingival y exudados de la mucosa oral. Aproximadamente el 90% de la saliva es secretada
de las glandulas salivales mayores. Las glandulas salivales con mayor permeabilidad estan
rodeadas de abundantes capilares, sangre y acinos, en donde existe un intercambio activo
de moléculas, por este motivo, los biomarcadores en la circulacién sanguinea pueden
infiltrarse en acinos y eventualmente ser secretados en la saliva. La saliva es incolora,
inodora, con una un pH de 6.6-7.1. La produccién diaria de saliva oscilade 0.5y 1.5L (17,
18).

La saliva tiene una composicion compleja que incluye urea, amoniaco, acido urico, glucosa,
colesterol, lipidos neutros, glucolipidos, aminoacidos, hormonas esteroideas, mucina,
amilasa, lectina, glucoproteina, lisozima, peroxidasa y lactoferrina. Ademas, la saliva
contiene mas de 700 microorganismos relacionados con enfermedades orales y sistémicas
(16).

Como herramienta diagnostica

La sangre ha sido la herramienta diagnostica mas usada para la deteccion de

enfermedades, sin embargo, se ha demostrado que la saliva contiene diversos
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componentes moleculares que pueden ser utilizados como marcadores de enfermedades
y que pueden reflejar el estado de salud no solo de las glandulas salivales y la cavidad oral,

también de todo el cuerpo (17, 18).

La saliva tiene grandes ventajas como herramienta diagnostica ya que es un fluido simple
de recolectar, no es invasivo, y no expone al personal de salud ante enfermedades
transmitidas por la sangre como exposicion al VIH o hepatitis. Los fluidos orales también
son mas faciles de manejar porque no se coagulan, disminuyendo las manipulaciones
requeridas. Ademas, es posible que los diagnosticos que utilizan saliva se puedan realizar
en un entorno no médico, lo cual es atractivo para las personas que no puedan pagar para
ver un meédico o para personas que viven en lugares donde no hay ninguno. Para los
pacientes, las técnicas de recoleccion no invasivas reduce drasticamente la ansiedad, la
incomodidad y simplifica la toma de muestras repetidas para monitoreo del estado general

de salud y enfermedad a largo plazo (21).

Biomarcadores salivales para el diagnostico de caries

La OMS definioé biomarcador como: “cualquier sustancia, estructura o proceso que pueda
ser medido en el cuerpo, influir o predecir la incidencia de enfermedad” (22). Muchos de los
componentes que se encuentran en la saliva como microorganismos, proteinas, electrolitos
son biomarcadores potenciales para enfermedades, estos biomarcadores salivales pueden
ser explotados como:
¢ Herramientas de diagndstico para la identificacion de aquellos pacientes con una
enfermedad o condicidon anormal.
¢ Herramientas para la estadificacion de la enfermedad o clasificacion de la extension
de la enfermedad.
¢ Indicadores del prondstico de la enfermedad.
e Herramientas para la prediccion y el seguimiento de la respuesta clinica a una

intervencion (23, 24).

Perfil microbiano como marcador

Se han identificado mas de 700 especies de microrganismos orales, lo que hace que sea
una de las comunidades microbianas mas complejas del cuerpo humano. La saliva podria

actuar como un fluido oral circulante para transmisién bacteriana y como reservorio para



colonizacién bacteriana. Las bacterias, incluidas las especies anaerobias, pueden
sobrevivir en la saliva y utilizar componentes salivales para su crecimiento. Hay
aproximadamente 108 a 109 UFC/ ml de microorganismos orales que se encuentran en la
saliva. Estas especies microbianas salivales reflejan la composicién de la comunidad
microbiana oral y sirven como biomarcador del estado de salud y enfermedad en la cavidad
oral (25).

Microbiota o microbioma
Definicion

El microbiota humano se refiere al conjunto de microorganismos vivos que se encuentran
en una comunidad; como los virus, fagos, plasmidos, priones, viroides no suelen
considerarse microorganismos vivos, no se consideran dentro de este concepto. El termino
microbioma incluye no solo a la comunidad de los microorganismos, sino también todo el
ambiente en el que se desarrollan que involucra todo el espectro de moléculas producidas
por estos microrganismos y en este término se incluyen a los virus, plasmidos etc.(Imagen
2) (26).

Microbiome
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Imagen 2 Microbiota y microbioma (26).

Tanto el microbioma como el microbiota tienen amplias funciones como desarrollo de

inmunidad, defensa contra patégenos, nutricion del huésped, son dinamicos y cambian con
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el desarrollo de factores ambientales como la dieta, uso de antibiéticos y especialmente se
encuentran cambios en respuesta a la enfermedad, convirtiéndolo en algo esencial del

cuerpo humano (27, 28).

Microbioma en cavidad oral

Después del intestino, la cavidad oral es la segunda comunidad microbiana mas grande del
cuerpo humano (27). La cavidad oral tiene dos tipos de superficies en la que las bacterias
pueden colonizar: tejidos duros como los dientes y tejidos blandos como las mucosas y la
lengua. Esta cavidad proporciona un ambiente ideal para el crecimiento de
microorganismos. La temperatura normal de la cavidad oral en promedio es 37°C sin
cambios significativos, que proporciona a las bacterias un ambiente estable para sobrevivir,
la saliva tiene un pH estable de 6.5-7, el pH favorable para la mayoria de las especies
bacterianas, la saliva mantiene a las bacterias hidratadas y sirve como medio para el
trasporte de nutrientes a microorganismos (29).

La cavidad bucal es un entorno complejo que abarca distintos habitats microbianos
pequefios, como los dientes, la mucosa bucal, paladar y lengua que forman un sistema
ecologico heterogéneo rico en especies. Numerosos microorganismos existen en boca,
entre las cuales se encuentran bacterias, hongos y virus. Las bacterias son los principales
habitantes de la boca, principalmente comprenden las familias Firmicutes, Bacillus,
Proteobacteria y Actinomicetos. En la boca se pueden encontrar 85 especies de hongos.
Entre estos hongos, el mas importante es la candida, esta es neutral cuando el microbiota
oral es normal; sin embargo, cuando el equilibrio se rompe buscara la oportunidad para
atacar al tejido oral. Los virus principalmente los fagos, también forman parte del
microbioma oral (29).

Las bacterias son los componentes principales del microbiota oral. Las bacterias orales
comunes incluyen a Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivales, Staphylococcus y
Lactobacillus. S mutans es uno de los principales componentes de la placa dental,

asimismo, es el principal patdgeno de caries (27).



Tabla 2 Microorganismos asociados a caries dental

Microorganismo Descripcion Referencias

Son cocos Gram positivos, dispuestos en cadenas cortas de 4 a 6

cocos, anaerobios facultativos, comprenden parte de la flora

microbiana residente en la cavidad bucal y vias respiratorias altas, (30)
Streptococcus  pero también son oportunistas en enfermedades como la caries

dental, endocarditis infecciosa, entre otras.

Son bacilos gram-positivos, anaerobios facultativos, acidogénicos y
aciduricos, pH cercanos a 5 favorecen su crecimiento, asi como el

inicio de su actividad proteolitica. Algunas cepas sintetizan (30)
polisacaridos intra y extracelulares a partir de la sacarosa, pero se

adhieren muy poco a superficies lisas, por lo que deben utilizar otros
mecanismos para colonizar las superficies dentarias. Entre estos
mecanismos podemos mencionar la union fisica por atrapamiento

en superficies retentivas, tales como: fosas y fisuras oclusales,

caries cavitada o coagregacion con otras especies bacterianas,
constituyendo la biopelicula dental.

Lactobacillus

Son bacilos filamentosos Gram positivos, anaerobios. Producen
una mezcla de acidos organicos, como productos finales tales
como: succinato, lactico o acético. Entre los factores que determina
su virulencia se considera la presencia de fimbrias, que contribuyen
Actinomyces con fendmenos de adhesion, agregacion y congregacion. La (30)
produccién de enzimas proteoliticas como la neuraminidasa, esta
es de gran importancia cuando las lesiones de caries progresan a
la dentina.

Son diplococos gramnegativos, anaerobios estrictos, inmoviles que
conforman parte de la microbiota bucal y vias respiratorias altas. A
pesar de que ofrece una pobre adherencia directa a los tejidos del
hospedero de la cavidad bucal, su presencia en grandes cantidades
Veillonella en placa dental subgingival, supragingival y superficies mucosas, (30)
se debe a mecanismos de coagregacion. Su presencia se relaciona
con el mantenimiento de la homeostasis y la capacidad de
neutralizar acidos producidos por los microorganismos
cariogénicos.

En la tabla 2 se muestran algunos estudios realizados sobre microorganismos encontrados

en la saliva como posibles biomarcadores de caries. Como la caries es una enfermedad



infecciosa, la colonizacion, proliferaciéon y metabolismo cariogénico ha sido ampliamente

estudiado para identificar individuos propensos a caries (27).

Factores que modifican el microbioma

Existen diferentes factores que modifican o causan un desequilibrio en el microbioma. Los
principales son el estilo de vida que lleva el huésped, desde la dieta (consumo frecuente de
sacarosa), tabaquismo y uso de antimicrobianos (31-34). En un estudio reciente se
evaluaron factores sociodemograficos, estudiaron 282 individuos. Encontraron que 69
OTUs tienen una diferencia en abundancia para variables sociodemograficas, 27 por
razal/etnicidad, 21 por ingreso familiar, 19 por educacion, y 3 por sexo. Por otra parte,
encontraron 49 OTUs asociados a tabaquismo, 12 a habitos de salud bucal. Los géneros
que se encontraron asociados a estas diferencias fueron Lactobacillus, Prevotella,
Porphyromonas, Fusobacterium. También se han identificado factores sociales como
hacinamiento en el hogar y el uso del transporte publico. Asi como cambios en la funcion
inmunoldgica relacionados con el estrés psicosocial y la nutricion (33). También las redes
sociales selectivas y los entornos construidos compartidos pueden representar reservorios
de miembros compartidos del microbiota (35). Por lo tanto, en el disefio de los estudios de
microbioma oral es importante evaluar estas variables que pueden influenciar los resultados

de los estudios.

Metagendmica o metataxonomia

Definicion

La metagendmica es un campo de investigacion que combina la genética molecular,
ecologia bucal y analisis de datos. El objeto central de estudio es el genoma total de los
organismos Yy virus presentes en una muestra ambiental. La metagenomica se basa en
métodos de identificacion bacteriana independientes del cultivo, lo que significa que permite
detectar la totalidad de los microbios, o sea el microbiota, incluso las especies que no
pueden ser aislados y cultivados utilizando técnicas microbiolégicas existentes. La finalidad
de la metagendémica es comprender la composicion y el funcionamiento de conjuntos
complejos microbianos en muestras ambientales a través, de la secuenciacion y analisis de
su ADN (36, 37).



La metataxonomia se refiere a la secuenciacién de genes marcadores, normalmente
regiones del gen del ARN ribosémico (ARNr) que esta altamente conservado entre los
taxones. Las secuencias del gen del ARNr son las mas utilizadas como marcadores; entre
ellas el gen 16S ARNTr para las bacterias, 18S ARNr para los eucariotas y las regiones de
los espaciadores transcritos internos (ITS) del ribosoma fungico para los hongos. Estos
marcadores funcionan para la elaboracion de perfiles filogenéticos porque estan presentes
de forma generalizada en la poblacion, tienen regiones hipervariables que diferencian las
especies y estan rodeados por regiones conservadoras a las que se pueden unir cebadores

universales (38, 39).

En afos anteriores se ha tenido una confusion sobre el uso de algunos términos, ya que el
termino de metagendmica se usd para la secuenciacion de genes marcadores. Sin
embargo, la metagenodmica se refiere a la secuenciacion aleatoria del ADN microbiano, sin
seleccionar ningun gen en particular. Tanto la metataxonomia como la metagenémica

pueden brindar informacioén sobre la composicidon de especies de un microbioma (39).

Ventajas como herramienta para el estudio del microbiota

La metataxonomia es un enfoque recientemente desarrollado para investigar el microbiota
humano ya que la mayoria de los microorganismos presentes en nuestro cuerpo son
anaerobicos y no se pueden cultivar facilmente por métodos clasicos. Dado los avances de
la metataxonomia y las plataformas de secuenciacidén se han abierto oportunidades para
que los investigadores revelen la riqueza del microbiota previamente no observada en
nichos, desde suelos y océanos hasta entornos urbanos y microbiota asociada al huésped.
En particular, el microbiota humano es de gran interés para el descubrimiento de

biomarcadores de enfermedades (36, 40).
Estudios de metataxonomia y caries

Se han realizado multiples estudios sobre metataxonomia y caries, teniendo como finalidad
encontrar bacterias que se relacionen con a esta enfermedad. En 2005 Corby y cols
realizaron un estudio en 408 pacientes con un rango de edad de 1.5 a 7 anos, se dividieron
€n grupos con caries y sin caries. Se recolectaron muestras de placa supragingival, al grupo
libre de caries se les tomo muestras de dientes superiores y posteriores. Al grupo de
pacientes con caries se les tomaron las muestras de cuatro tipos de superficies: superficies

del esmalte intacto (sitio 1), superficie de lesiones de mancha blanca (sitio 2), superficie de



las lesiones iniciales del esmalte (sitio 3) y lesiones con dentina expuesta (sitio 4)
posteriormente se analizaron las muestras por medio de PCR para amplificar el gen 16S
rRNA. Se encontraron un gran nimero de S. mutans en pacientes con caries, el grupo de
Lactobacillus fueron encontrados con alta frecuencia en pacientes con caries activas y en
un paciente libre de caries, también se encontraron Actinomyces spp pero en una
abundancia significativa en pacientes con caries y sin caries y los Actinomyces sp. Strain
B19SC se encontraron en niveles muy altos y fue significativamente abundante en sujetos
con caries activa en relacion con sujetos sin caries. Llegando a la conclusion que el
microbiota asociado a caries es dominada por bacterias grampositivas, particularmente de
los géneros Actinomyces, Lactobacillus y Streptococcus, predominantemente
Streptococcus mutans(41).

En 2008 Aas y cols realizaron un estudié con dos grupos diferentes de pacientes: el primero
fue pacientes con denticidn primaria 15 sujetos con caries y 14 controles y el segundo grupo
fue en pacientes con denticion permanente 36 sujetos con caries y 25 controles, con un
rango de edad de 2 a 21 afos. Se tomaron diferentes muestras de placa dental de diversas
zonas de los dientes, desde superficies lisas, manchas blancas y lesiones cariosas que
abarcaban dentina. Posteriormente se procesaron las muestras y se amplifico el gen 16S
por PCR, teniendo como resultados que S. mutans estan presentes en pacientes que tienen
lesiones cariosas que abarcaban dentina (42).

En 2017 Belstrom y cols, realizaron un estudio en donde se recolectaron muestras de saliva
estimulada de 30 pacientes, 10 con caries, 10 con enfermedad periodontal y 10 controles,
con la muestra de saliva obtenida se realizé metagendmica y metatranscriptomica. El
analisis metagendmico identificd un total de 391 especies bacterianas, 264 constituian el
microbioma salival central, y la mayoria de las especies bacterianas 84.9% se compartieron
entre muestras de casos y controles. Los patdégenos periodontales tradicionales como P.
gingivalis, Tannerella forsythia, Parvimonas micray F. alocisy bacterias cariogenicas,
incluidas S. mutans y Lactobacillus sp. fueron identificados con abundancia relativa
significativamente mayor en las muestras de pacientes con periodontitis y caries dental,
respectivamente, segun los enfoques metagendmicos. Los autores llegaron a la conclusion
que estas bacterias pueden poseer un potencial como biomarcadores pero se necesitan
estudios adicionales con mayor profundidad de secuenciacion y un tamano de muestra mas
grande (43).



Tabla 3 Estudios de metataxonomia en Caries

Tipo de
Estudio muestra Anormalidad Referencias
S. mutans: Se presenté en forma abundante
en sujetos que presentaban caries y poco
abundante en pacientes sin caries
Microbial risk Lactobacillus: Fueron encontrados con alta
. frecuencia en sujetos con caries activa y
Placa dental
|nd.|cators of e.arly solo se encontrd en 1 sujeto libre de caries. 41
childhood caries. Actinomyces spp: Se encontraron en (41)
abundancia tanto en sujetos con caries
activa como sin caries
Bacteria of Dental _
Caries in Primary Se detectaron S. mutans en pacientes con
Placa dental lesiones de caries que abarcaban dentina
and Permanent (42)
Teeth in Children
and Young Adults
Metagenomic and En individuos con caries se encontraron
metatranscriptomic mayor cantidad de S. mutans vy
. ) Saliva Lactobacillus sp
analysis of saliva estimulada Individuos con periodontitis se encontraron
reveals disease- mayor cantidad de F. alocis, P. gingivalis. (43)

associated
microbiota in
patients with caries

Mientras que en los controles se encontrd
bajos niveles de S. Mutans y P. gingivalis
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ya que existe evidencia que el indice CPO/ceo tiene ciertas limitaciones al evaluar la
gravedad de la lesion y también se tiene evidencia sobre el uso del microbiota oral como
biomarcador en saliva para caries, y que dependiendo la gravedad de la lesion se van a

presentar, aumentar o disminuir ciertos microorganismos

Nos hacemos la pregunta: ;Existe una relacién entre los resultados del indice y los perfiles

microbianos de la saliva en pacientes pediatricos?

4. JUSTIFICACION

La caries es la enfermedad bucal mas frecuente en poblacion pediatrica mexicana y se
considera un problema de salud publica, para poder diagnosticarla, registrarla y tener un
procesamiento estadistico se necesitan de los indices bucales, existen multiples indices
bucales los cuales estan disefiados para ser utilizados en diferentes situaciones. El indice
mas utilizado para estudios epidemioldgicos sobre caries es el CPO/ceo, este es un indice
que mide la experiencia de caries en individuos, aunque no el grado de severidad de la
lesion. El uso del indice ICDAS tiene desventajas que incluyen el tiempo, costos, y el uso
de aire comprimido (14). En diferentes estudios se ha observado que los microorganismos
presentes en lesiones cariosas varian segun el grado de severidad de la lesién, estos
perfiles pueden ser identificados en muestras de saliva y pudieran ser utilizados como
biomarcadores en estudios epidemiolégicos para ayudar en la identificacion de lesiones

cariosas cuando se utiliza el indice CPO/ceo.



5.0OBJETIVOS

GENERAL

o Relacionar los puntajes del indice CPO y ceo con los resultados del analisis

metataxonémico de saliva en pacientes pediatricos.

ESPECIFICOS

» Evaluar el nivel de caries en pacientes pediatricos por medio del indice CPO y ceo.

+ Determinar a través de las muestras de saliva los perfiles microbianos de los mismos

pacientes.

* Identificar la posible relacién entre los perfiles microbianos y la puntuacion del indice
CPO y ceo.

6.HIPOTESIS

La puntuacién del indice CPO y ceo se relacionara con los perfiles microbianos. El nivel de
la relacion se establecera con los valores obtenidos en el indice y la presencia de

diferencias significativas de los perfiles microbianos.



7.METODOLOGIA

DISENO DEL ESTUDIO

El presente estudio es de tipo observacional, analitico, transversal, retrospectivo de casos

y controles.

DEFINICION DE VARIABLES

¢ Independientes:

o Experiencia de caries
¢ Dependientes:

o Perfiles bacterianos
e Covariables:

o Dieta

o Medicamentos

o Higiene bucal

o Diagnéstico de cancer

Todas las variables que se analizaron en este estudio se pueden revisar en el anexo 1.

PARTICIPANTES

CASOS

En este estudio se incluyeron un total de 15 casos, los cuales eran individuos menores de
18 afios que al momento de la exploracion presentaron un indice CPO mayor a 1, que
acudieron al servicio de la Clinica de Odontopediatria del Posgrado de la Facultad de
Odontologia, Instituto Nacional de Pediatria (INP), Centro Médico Nacional 20 de
Noviembre y escuelas, con previo consentimiento informado de los padres y asentimiento
de los pacientes. El estudio fue autorizado por los comités de bioética de las instituciones

participantes.

CONTROLES

Se incluyeron en el estudio 19 controles, los cuales era individuos menores de 18 afios que

al momento de la exploracion presentaron un indice CPO de 0, que acudieron al servicio



de la Clinica de Odontopediatria del Posgrado de la Facultad de Odontologia, Instituto

Nacional de Pediatria (INP), Centro Médico Nacional 20 de Noviembre y escuelas, con

previo consentimiento informado de los padres y asentimiento de los pacientes. El estudio

fue autorizado por los comités de bioética de las instituciones participantes.

CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

CASOS

Grupo de pacientes con experiencia a caries

CONTROLES

Sexo: Masculino o femenino

Grupo de pacientes sin experiencia a caries

Sexo: Masculino o femenino

Edad: De 3 a 17 anos

Edad: de 3 a 17 afios

indice CPO >1

Puntuacion de indice CPO =0

CRITERIOS DE EXCLUSION

= indice CPOD incompleto

= Falta de consentimiento/asentimiento informado

CRITERIOS DE ELIMINACION

= Muestra de saliva insuficiente

=  Muestra con concentracion o calidad insuficiente de ADN bacteriano

= Deseos de no continuar en el estudio
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Toma de muestra, procesamiento y almacenamiento

Para la recoleccion de la muestra el personal fue calibrado como lo indica Wong y cols. La
recoleccién de saliva se realizé entre las 9 y 12 de la mafana, una hora antes de la
recoleccién de la muestra los pacientes evitaron consumir alimentos o bebidas, cepillar los
dientes y se verifico el estado de hidratacion. Se les pidid hacer un enjuague previo con
agua desionizada por 60 segundos, el paciente se sentd e incliné la cabeza permitiendo la
acumulacion de saliva en el piso de boca y después escupid en el tubo Falcon de 50

mililitros que se mantiene en hielo hasta colectar aproximadamente 5 mililitros de saliva.

La muestra se mantuvo a 4 °C maximo 40 minutos al momento de la toma de muestra. Se
le indico al paciente que evitara toser. Finalmente, la muestra se mantuvo a 4 °C para su

traslado al laboratorio.

Exploraciéon Bucal

Se realizé la exploracion bucal, se examinaron todos los tejidos blandos del paciente y se
registro la informacion en la hoja de recoleccion de datos, posteriormente se realizé el indice
CPO con ayuda de una sonda tipo OMS y un abatelenguas. Se comenzé en el cuadrante
superior derecho, examinando cada diente de distal a mesial y finalmente se registraron los

cddigos en el odontograma asignado para cada paciente.

Procesamiento de Muestras de Saliva

Las muestras se llevaron inmediatamente al laboratorio de gendmica clinica y se
procesaron mediante centrifugacion a 2600g por 15 minutos, terminado el tiempo de
centrifugacién se separaron el sobrenadante y pellet, (los crioviales de pellet se agrega
10uL de PBS), en sus respectivos crioviales previamente rotulados con el nimero para su
identificacion, el cual también se coloc6 en la hoja de recoleccion de datos. Todas las

muestras fueron almacenadas a -80C para su posterior uso.

Extraccion del DNA bacteriano y controles de calidad

Para la extraccion del DNA bacteriano se utilizé el kit DNeasy UltraClean Microbial kit
(QIAGEN), catalogo 12224-250.

Se eligié la muestra de pellet y se tomé 200uL, se incubé en thermoblock por 10 minutos a

55°C. Se coloco la muestra en el tubo con perlas y se dio vortex por 10 minutos.



Posteriormente se diluyé con 40 pL de agua destilada libre de DNAsas/RNAsas
(UltraPure™ de Invitrogen) Precalentada a 55°C, se dejé reposar 5 min, se centrifuga

100X100g por 2 minutos para finalmente recuperar todo el volumen (aproximadamente 40
HL).

Una vez obtenido el ADN bacteriano de cada muestra, se realizé la primera cuantificacion
con el equipo NANODROP 2000 (Thermo Scientific) para determinar la concentracion en
nanogramos, la pureza (absorbancia 260/280) y si existe la presencia de contaminantes
(absorbancia 230/260). La segunda cuantificacion se realizé mediante el equipo Qubit 3.0,
ya que este equipo tiene la capacidad de analizar exclusivamente el DNA de doble cadena
(dsDNA). Para evaluar la integridad del material genético bacteriano se llevé a cabo la

técnica de electroforesis en geles de agarosa al 1.5% (Invitrogen)

Preparacion de librerias

Amplificacion por PCR

Reacciones
Componente Volumen
ADN microbiano (5ng/) 2.5uL
Amplicon PCR Forward Primer 1 5uL
Amplicon PCR Reverse Primer 1 5uL
2x KAPA HiFi HotStart Ready Mix 12.5uL
Total 25uL
Condiciones PCR
Temperatura Tiempo
95 °C 3 minutos
95°C 30 segundos
25 ciclos 55°C 30 segundos
72°C 30 segundos
72°C 5 minutos
4°C Fijo

Al concluir, se saco del termociclador y se dio un spin para precipitar el liquido condensado.



Posteriormente 1 uL de productos de PCR se bioanalizé en el chip DNA 1000 para verificar
el tamano de fragmentos (usando los cebadores V3 y V4 del gen 16S bacteriano, se

obtuvieron amplicones de 550 pb).

Limpieza de librerias

Las perlas de AMPure XP fueron previamente atemperadas por lo menos 30 minutos, se
centrifugd la placa de PCR o tiras de tubos a 1000 x g a 20°C por un minuto para precipitar
el liquido. Se transfirid 25 mL de cada pozo de reaccion a la placa MIDI. Se vortexeo las
perlas AMPure XP por 30 segundos para dispersarlas, se agregan 20 mL de perlas AMPure
XP a cada pozo de reaccion y mezclar por pipeteo 10 veces.

Se vortexo en el bioshake a 1800rmp durante 2 minutos usando la placa MIDI, se incubé a
temperatura ambiente durante 5 minutos, posteriormente se elimind con mucho cuidado la
tapa adhesiva y se colocan las microplacas o tiras de microtubos en la placa de separacion
magnética hasta que se formara el pellet de perlas y el sobrenadante translucido. Se eliminé
el sobrenadante de cada pozo de reaccion sin perturbar a las perlas y se cambio la punta
en cada muestra. Se agregaron 200 mL de etanol al 80%, previamente preparado, a cada
pozo de reaccion. Se incubo por 30 segundos y se cambi6 el sentido de la placa para hacer
pasar las perlas hasta la pared opuesta del pozo, se esperd a que se formara un pellety se
eliminé nuevamente el sobrenadante. Se realizé un nuevo lavado siguiendo las indicaciones
anteriores, se dej6 secar el pellet a temperatura ambiente por no mas de 10 minutos. Es
importante evitar un sobre secado. Se retiraron las placas o tiras de tubos de la placa de
separacion magnética y se agregan 52.5mL de Tris 10mM pH 8.5 a cada pozo. Se
homogenizé por pipeteo durante 10 veces. Se sell6 la placa o tiras de tubos dependiendo
el caso y se vortexeo 1800 rpm durante 2 minutos. Se incubd a temperatura ambiente
durante 2 minutos y se colocaron nuevamente en la placa o tiras de tubos en la placa de
separacion magnética. Se espero 2 minutos o hasta que se formara el pellet con perlas. Se
etiquetd una nueva placa o tira de tubos y trasfirié 50 uL de sobrenadante del paso anterior.
Es importante cambiar la punta de cada muestra para evitar la contaminacion cruzada.

Si no se procede de manera inmediata con la ligaciéon de los indices, las muestras debian

de almacenarse en congelacion (-15°C a -25°C) hasta por una semana.



Ligacion de indices

En este paso se unieron los indices y adaptadores de secuenciacion.
Se comenzo transfiriendo 5uL del producto de PCR de cada muestra a una placa nueva,
los 45l restantes no se usan en este protocolo. Para mezclar los indices, se recomienda
organizarlos en el True Seq index Plate de la siguiente manera (Fig. 2):
e Los tubos de primer 2 (tapas blancas, solucion transparente) de manera vertical,
alineados de las filas A-H.
e Los tubos de primer 1 (tapas naranjas, solucion amarilla) de manera horizontal,
alineados de las columnas 1-12

Se colocé la placa de PCR de 96 pozos con 5ul del producto de PCR resuspendido en el
accesorio de placa de indice TruSeq

( N
™ "XLA,(\_\
o TR
M ’[}v{‘ ‘\\':
Wi ® &7 /A. indices 2
¥ {(7 B. indices 1
C. Placa
Imagen 3 Indices.
Ligacion de indices
Se preparé la mezcla para adaptadores
Componente Volumen
Amplicones 5L
Nextera XT Index Primer 1(N7 xx) 5L
Nextera XT Index Primer 2(S5 xx) 5uL
2x KAPA HiFi HotStart Ready Mix 25 uL
Agua grado PCR 10 L
Total 50 uL

Se homogenizé por pipeteo 10 veces, se sell6 la placa o tira de tubos y se centrifugé a

1000 x g a 20°C durante un minuto.
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Condiciones de PCR para ligacién:

Temperatura Tiempo
95 °C 3 minutos
95°C 30 segundos
8 ciclos 55°C 30 segundos
72°C 30 segundos
72°C 5 minutos
4°C Fijo

Segunda limpieza

Se centrifugd la placa de PCR o tiras de tubos a 280x g a 20°C por un minuto para precipitar
el liquido. Se transfirié 50mL de cada pozo de reaccién a la palca MIDI (solo si se pretende
utilizar bioshake XP), se dio vortex a las perlas AMPureXP por 30 segundos para
dispersarlas, se agregaron 56mL de perlas AMPure XP a cada pozo de reaccion y se
mezcld por pipeteo 10 veces. Se cambidé de punta entre cada muestra. Se sellaron las
placas. Se dio vortex en el bioshake a 1800 rpm durante 2 minutos usando la placa MIDi,
se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos, se eliminaron con mucho cuidado
la tapa adhesiva o tiras de tapas y se colocaron las microplacas o tiras de microtubos en la
placa de separacion magnética hasta que se formo el pellet de perlas y el sobrenadante
esté translucido. Se eliminé el sobrenadante de cada pozo de reaccion sin perturbar las
perlas y cambiando la punta en cada muestra.

Se agrego 200mL de etanol al 80%, previamente preparado, a cada pozo de reaccion. Se
incubd por 30 segundos y se cambio el sentido de la placa para hacer pasar las perlas hasta
la pared opuesta del pozo, se esperd hasta que se formé un pellet y se elimina nuevamente
el sobrenadante.

Se volvio a realizar un nuevo lavado siguiendo las anteriores indicaciones.

Posteriormente se dejo secar el pellet a temperatura ambiente por no mas de 10 minutos.
Se retiraron las placas o tiras de tubos de placa de separacién magnética y se agregan 27.5
mL de Tris 10 mM pH 8.5 a cada pozo. Se homogenizé mediante pipeteo 10 veces. Se selld
la placa o tiras de tubos y se dio vortex a 1800 rpm durante 2 minutos. Se incubé a
temperatura ambiente durante 2 minutos y se colocé nuevamente la palca o tiras de tubos
en la placa de separacion magnética. Se esper6 2 minutos o hasta que se formé el pellet

con las perlas.



Se etiquetd una nueva placa o tira de tubos y se transfiere 25 mL del sobrenadante del paso
anterior. Como punto de control de calidad, 1 mL de una dilucién 1:50 de la libreria final se
bionalizé en el chip DNA 1000 para verificar el tamafio de fragmentos. Usando los

cebadores V3 y V4, se esperan amplicones de 630 pb aproximadamente.

Cuantificacion, normalizacion y agrupacion

Por recomendaciones de lllumina se cuantificé las librerias por flurometria a través de
colorantes de union de dsDNA.
Se calculé la concentracion de ADN en nM, basado en el tamano de amplicones de ADN

determinados por los trazos del bionanalizador 2100 (Agilent Technologies)

Obtenida la concentracion final de cada libreria, se realizé la dilucidon correspondiente con
buffer de resuspension (RBS) o 10 mM Tris pH8.5 para obtener una concentracién final de

4nM. Se tomo 5L de la alicuota diluida de cada biblioteca para mezclarlas.

Desnaturalizacion y cargado

Las librerias agrupadas se desnaturalizaron con NaOH diluido con el buffer de hibridacion,
y después, desnaturalizado por calor previo a la secuenciacién en el MiSeq. Cada corrida

incluyé un minimo de 5% de PhiX como control interno de bibliotecas de baja diversidad.

Para la preparacion se calenté el termobloque a 96°C con el adaptador de microtubos de
1.7mL, posteriormente se sacé del congelador el cartucho de secuenciacién MiSeq, se
descongelé a temperatura ambiente y se prepard agua helada mezclando 3 partes de hielo

con una de agua.

Se combinaron los siguientes volumenes:

Componente Volumen
Libreria agrupada 4nM 5mL
NaOH 0.2N 5mL

Total 10 mL



Se vortexé la mezcla 30 segundos y se centrifugé a 280 x g a 20°C por un minuto, se
incubd 5 minutos a temperatura ambiente para desnaturalizar en cadenas sencillas,
agregar 990 mL de HT1 pre enfriado al tubo con los 10 mL de librerias previamente

desnaturalizadas y se conservé en hielo hasta que se procedié la dilucién final.

Dilucion del DNA desnaturalizado

Se diluyé el DNA desnaturalizado a la concentracion deseada usando el siguiente

ejemplo:
Final
2 pM 41 pM 6 pM 8 pM 10 pM
Concentration P P P P P
20 pM denatured 60 ul 120 pl 180 ul 240 pl 300 ul
library
Pre-chilled HT1 540 pl 480 pl 420 pl 360 pl 300 ul

Imagen 4 Cdlculo de dilucion

Se invirtié varias veces para mezclar y luego se centrifugd por pulsos la solucion de ADN y

posteriormente se coloca el DNA desnaturalizado y diluido en hielo.
Desnaturalizacién y dilucidn del control PhiX

Se combind los siguientes volumenes para diluir la biblioteca PhiX a 4 nM:

e 10 nM PhiX library (2 ul)

e 10M Tris pH 8.5 (3 pl)
Posteriormente se combindé los siguientes volimenes de PhiX 4 nM y NaOH 0,2 N en un
tubo de microcentrifuga:

e 4 nM PhiX library (5 pl)

e 0.2 N NaOH (5 ul)
Ya combinados se dio vortex brevemente para para mezclar la solucion de la biblioteca
PhiX 2 nM y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente para desnaturalizar la
biblioteca PhiX.



Se agregaron los siguientes volumenes de HT1 pre enfriado al tubo que contiene PhiX
desnaturalizado biblioteca para dar como resultado una biblioteca PhiX de 20 pM:

¢ Biblioteca PhiX desnaturalizada (10 pl)

e HT1 pre enfriado (990 ul)

Se diluyé la la biblioteca PhiX al 30% a la misma concentracion de carga que la Biblioteca

de amplicones de la siguiente manera:

Final

2pM 4 pM 6 pM § pM 10 pM
Concentration P P P P P
20 pM denatured 60 ul 120 pl 180 ul 240 ul 300 ul
library
Pre-chilled HT1 540 pl 480 pl 420l 360 pl 300 ul

Imagen 5 Carga de biblioteca

Finalmente se centrifugd por pulsos la solucién de ADN y se coloca el PhiX

desnaturalizado y diluido en hielo.
Combinacion de amplicones de librerias y control PhiX

Se combinaron los siguientes volumenes de biblioteca de control PhiX desnaturalizada y su
biblioteca de amplicones en un tubo de microcentrifuga:

e Control PhiX desnaturalizado y diluido (30 pl)

e Biblioteca de amplicones desnaturalizados y diluidos (570 ul)
Se dejo la biblioteca de muestras combinada y el control PhiX a un lado en hielo hasta que
estuvieran listos para desnaturalizar la mezcla con calor inmediatamente antes de cargarla
en el reactivo MiSeq v3 cartucho, con un bloque de calor y se incubd la biblioteca combinada
y el tubo de control PhiX a 96 ° C durante 2 minutos. Después de la incubacion, se invirtid
el tubo 1 0 2 veces para mezclar y colocar inmediatamente en el agua fria. Se mantuvo el

tubo en el bafio de agua helada durante 5 minutos.



Analisis de datos y estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante tablas de frecuencia con el programa SPSS
V.22. Posteriormente los graficos de barras y boxplots se realizaron con el programa SPPS

V.22 y el mapa de calor (heatmap) con el programa Microsoft Office Excel.

Se utilizaron pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas (t de student, U de Mann-
Whitney, Chi-cuadrado de Pearson y prueba exacta de Fisher) dependiendo del tipo de
variables para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos

grupos. Un valor de p menor a 0.05 se considero estadisticamente significativo.



8.RESULTADOS

PARTICIPANTES

Todos los individuos que participaron en el estudio fueron reclutados de los siguientes
institutos: Clinica de Odontopediatria del DEPel de la Facultad de Odontologia, Instituto

Nacional de Pediatria (INP), Centro Médico Nacional 20 de Noviembre y escuelas.

ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Se seleccionaron un total de 34 individuos: 15 con experiencia a caries (casos) y 19 sin
experiencia a caries (controles). La media de edad de los casos fue de 11.60 y para los
controles de 12.32 sin encontrar diferencias significativas entre los grupos (p=0.584)
(Imagen 6).

De los casos se presentaron 5 hombres y 10 mujeres, para los controles fueron 13 hombres
y 6 mujeres. (Imagen 6). El lugar de nacimiento mas frecuente para los dos grupos fue la
Ciudad de México, al igual que el lugar de residencia. Respecto al nivel socioeconémico no
fue estadisticamente significativo para los grupos (p=0.720), en estudios previos se ha
demostrado que existe una relacién entre el nivel socioecondémico y la experiencia de
caries. Schwendicke F y cols., llegan a la conclusién de que un nivel socioeconémico bajo
se relaciona con un mayor riesgo de sufrir lesiones o experimentar caries, esto debido
principalmente a la falta de recursos para poder acceder a servicios odontolégicos e incluso
para poder obtener elementos basicos para una higiene oral adecuada (44).

En otro estudio Frechero y cols. comparan a 362 nifios de México, los cuales los clasifican
segun su nivel socioeconémico en los que se observa que la experiencia de caries fue mas
frecuente entre los nifios de la zona donde el nivel socioeconémico es bajo y llegan a la
conclusion que la frecuencia de caries dental se asocia al nivel socioeconémico de la familia
(45).

En la tabla 4 se muestran los datos mencionados anteriormente

Tabla 4 Datos sociodemograficos.

CASO CONTROL (19)

VARIABLE 9 VALOR P
EDAD Media 11.60 12.32
3.351
D.E 3.481 6-17 0.584
Min. Max 6-16 '
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Imagen 6 Graficos donde se muestra la edad y sexo para casos y controles.
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Los datos sobre la toma de muestra (tabla 5) son importantes ya que para recolectar una
muestra de saliva se necesitan de ciertas condiciones en el paciente como lo indica Wong
y cols., esto para guardar la integridad de la muestra, evitando que se contamine con restos

de comida o algun otro material y pueda afectar la composicion de la saliva.

Los datos de este apartado no fueron estadisticamente significativos en este estudio.

(p>0.05) (Tabla 5).

Tabla 5 Datos de toma de muestra.

VARIABLE

INP
Clinica de Odontopediatria UNAM
LUGAR DE RECOLECCION Centro médico 20 de Noviembre
Escuela/Colegio
Clinica admision UNAM

Otro
ENJUAGUE BUCAL Si
No
DURANTE LA ULTIMA HORA
A CONSUMIDO ALIMENTOS, si
BEBIDAS, A REALIZADO No
HIGIENE ORAL
HORA (8:00-9:00)
(9:00-12:00)

CASO CONTROL (19)

(15)

[ 2F e B \V]

OO NOIO

VALOR P

0.178

0.119

1.00

Sobre los antecedentes patoldgicos al nacimiento no se encontrd algun tipo de asociacién

al igual que en los antecedentes por aparatos y sistemas, no fueron significativos

(p>0.05),. Los resultados se muestran en la tabla 6.

Tabla 6 Datos de antecedentes patoldgicos.

VARIABLE
MEDICAMENTOS DURANTE EL EMBARAZO S:)
TIPO DE ALUMBRAMIENTO Parto eutdcico

Parto distécico
Por cesarea

ETAPA NEONATAL
Prematuro
A término
Post-término

CASO CONTROL (19)
(15)

10

© o o®

VALOR P

1.00

0.199

1.00



DIFICULTAD AL NACER

ANOMALIAS CONGENITAS

ANTECEDENTES FAMILIARES DE CANCER

A. EXANTEMATICAS

A. ALERGICOS

A. NEUROLOGICOS

A. CARDIOVASCULARES

A. RESPIRATORIOS

A. GASTROINTESTINALES

A. MUCULOESQUELETICOS

A. ENDOCRINOS

A. DERMATOLOGICOS

A. GENITOURINARIOS

A. HEMOLINFATICOS

A. ONCOLOGICOS

A. PSICOLOGICOS

Hipoxia
Dificultad de succion
Ninguna
Otra

Si
No
No contesto

Si
No

Varicela
No

Si
No

Si
No

Si
No

Si
No

Si
No

Si
No

Si
No

Si
No

Si
No

Si
No

Si
No

Si

11

0.856

0.87

0.154

1.00

0.672

1.00

0.187

0.571

0.146

1.00

1.00

1.00
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Si 3

A.  QUIRURGICOS No 12 127 0.634
A.  TRAUMATICOS S 3 1
No 12 18 0-299

Los datos obtenidos sobre higiene bucal y alimentacion no han sido significativos (p>0.05),
sin embargo, en otros estudios se ha relacionado la alimentacion nocturna (p=0.142), leche
endulzada (p=0.102), el cepillado de dientes (p=0.610) con la experiencia a caries (46).

Los datos se muestran en la tabla 7.

Tabla 7 Datos de higiene bucal y alimentacion.

CONTROL
CASO VALOR
VARIABLE (15) (19) P
Si 10
LECHE ENDULZADA 7 0.102
No 3 8
ALIMENTACION NOCTURNA Si
6 11
No 0.142
No contesté 7 4
2 4
Si 15
HIGIENE BUCAL DEL PACIENTE 19 -
No 0 0
PERSONA QUE REALIZA LA HIGIENE Paciente 14
BUCAL DEL PACIENTE 10
Ambos 1 311
i 3
No contesto 2 3
Cepillo dental
AUXILIARES DE HIGIENE BUCAL Gasa 112 104 0.722
Pasta 0 1
FRECUENCIA CON LA QUE REALIZA Una vez al dia 2 3
LA HIGIENE BUCAL Dos veces al dia 10
. 10 0.610
Tres veces al dia 1 1
No contesté
2
INICIO DE HIGIENE BUCAL Antes de la erupcion 111 2
dental 0.227
A la erupcion de los y 2

dientes primarios



A la erupcion de los 2 4
dientes secundarios
No contesto

REALIZA HIGIENE BUCAL ANTES DE
DORMIR

Si 8 10
No 3 4 1.00
No contesto 4 5

Referente a los datos obtenidos a la exploracién bucal, habitos perniciosos y riegos a caries
(tabla 7) . En el aspecto de habitos perniciosos los datos no han sido significativos (p>0.05)
al igual que riesgo a caries (p=0.71) (Imagen 7), para poder valorar el riesgo a caries
realizamos un interrogatorio y una inspeccioén bucal que permite valorar algunos de los
factores mas importantes para desarrollar caries como es la frecuencia del consumo de
sacarosa, el numero de veces de cepillado dental con pasta, morfologia dental,
obturaciones defectuosas, caries en padres y hermanos, alteraciones del esmalte
(opacidades, hipoplasia, defectos, fluorosis) y presencia de aparatologia ortodéntica . Con
el puntaje obtenido se clasificaron en un riesgo alto, medio y bajo.

En diferentes estudios se ha observado que el riesgo a caries esta relacionado con la
presencia de esta enfermedad (47). Padilla Suzuki y cols. realizaron un estudio donde
analizaron el riesgo de caries y evaluaron la frecuencia en 583 nifios del noroeste de México

y se observé que a mayor numero de dientes afectados el riesgo de caries aumenta (48).

Tabla 8 Datos exploracion bucal, habitos perniciosos y riesgo a caries.

CONTROL
CASO VALOR
VARIABLE (15) (29) P
INSPECCION SUPERFICIE
INTERNA DE LABIOS Labio superior e inferior sin alteracion 15 19 )
Frenillo labial superior e inferior con
INSPECCION DE FRENILLO _insercion normal 14 11
Frenillo labial superior con insercion
LABIAL . o . 0 3
normal, frenillo labial inferior con 0157
insercion media '
. : . . L 0 1
Frenillo labial superior con insercion
normal, frenillo labial inferior insercion 1 4

doble
Datos perdidos



INSPECCION DE MUCOSA
YUGAL Y FONDO DE SACO

INSPECCION DE LENGUA

INSPECCION DE FRENILLO
LINGUAL

INSPECCION DE PISO DE
BOCA

INSPECCION DE MUCOSA
ALVEOLAR Y ENCIA

INSPECCION DE PALADAR
DURO

INSPECCION DE
AMIGDALAS PALATINAS

INSPECCION DE UVULA

SUCCION DE DEDO

CHUPON

LABIO

MORDEDURA DE LABIO

ONICOFAGIA

BRUXISMO

Derecho e izquierdo sin alteracion

Sin alteracion
Saburral
Fisurada

Otros
Perdidos

Insercion sin alteracion

Sin alteracién

Sin alteracién
Gingivitis
Otros
Datos perdidos

Sin alteracién

Sin alteracion
Hipertrdficas
Datos perdidos

Sin alteracién
Inflamada
Datos perdidos

Si
No
Datos perdidos

Si
No
Datos perdidos

Si
No
Datos perdidos

Si
No
Datos perdidos

Si
No
Datos perdidos

Si

O OoO~N~N

15

= a O 00

15

I NQUINEN. N

19

N
AO(&OM

19

S~ oo~

-_—
N® OO

1.00

0.306

0.483

0.483

1.00

0.903

0.427

0.153

0.518

0.316
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No 13 4

Datos perdidos 1
Si 2 2
DEGLUSION ATIPICA No 12
. 13 0.941
Datos perdidos 1 4
Si 7
RESPIRACION BUCAL No 3 8
Datos perdidos 11 4 0.153
1
Riesgo bajo 5 8
RIESGO DE CARIES Riesgo medio
Riesgo alto 7 3 071
9 5 4
Ri d
Cavias
15 ] Riesgo bajo
[ Riesgo medio
M Riz=go atto

Recuento

Control Caso

Estado de Caries

Imagen 7 Grafico de barras entre el riesgo a caries entre casos y controles

Por ultimo se analizaron los farmacos que se les administré a los casos y controles en las
ultimas tres semanas antes de la toma de muestra los cuales no fueron estadisticamente
significativos (p>0.05) en estudios previos se ha observado que ciertos farmacos
principalmente los que son indicados en enfermedades como asma, leucemia,

antipsicoéticos y agonistas colinérgicos directos e indirectos influyen en el flujo salival
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(hipersalivacion o hiposalivacion) y podrian modificar la composicion de la saliva e incluso

relacionarse con la experiencia a caries (49, 50).

Tabla 9 Datos sobre medicamentos administrados en las Ultimas tres semanas antes de la toma de muestra.

VARIABLE CASO CONTROL (19) VALOR P
(15)
S 1 0
GASTROINTESTINALES o 14 19 0.441
) si 2 0
ANTIHISTAMINICOS N b b 0.187
. 3 3
AINES si A A 1.00
No
CORTICOSTEROIDES Si 2 1 0.571
No 13 18 :
ANTAGONISTAS H2 Sl 1 0 0.441
No 14 19 :
si 3 1
ANTIBIOTICOS - A A 0.299
si 1 3
ANALGESICOS - M A 0.613

ANALISIS PRIMARIO

Este analisis consiste en verificar las métricas del Phred Quality Score (Q30), densidad de
clusters, el porcentaje de alineamiento y el numero de lecturas.

Para el Q30 se basé en las guias de lllumina y el kit de secuenciacion, los datos alcanzados
mostraron que 63.61% de los datos tuvieron un score mayor de 30. Posteriormente la
densidad de cluster que se refiere a la densidad de grupos (en miles por mmz2) detectada
por analisis de imagenes, +/- 1 desviacion estandar, el resultado obtenido fue de 991 + 21.
Del mismo modo los clusters filtrados con un total de 48,837,888 lecturas, solo 43,965,976
lecturas pasaron el filtro de calidad (lecturas PF). Y por ultimo el porcentaje de alineamiento
que se refiere al porcentaje de la muestra que se alineo con el genoma PhiX, que se

determinada para cada nivel o lectura independiente, se alcanzé 41%



METRICA VALOR

Phred Quality Score (Q30) 63.61%
Densidad de clusters 991 +21
Porcentaje de alineamiento 41%
Numero de lecturas 48,837,888 lecturas
Numero de lecturas PF 43,965,976 lecturas

Tabla 10 Valores de las métricas del analisis primario de secuenciacion

ANALISIS SECUNDARIO.

El analisis secundario se realizé mediante el software 16S metagenomics rRNA de lllumina,
en este programa los archivos input son los FASTQ que se alinearon con la base de datos
del proyecto GreenGenes y los archivos output fueron las matrices con las que se realizaron

la base de datos para su analisis con SPSS V22.0

PERFILES BACTERIANOS DE NINOS CON Y SIN EXPERIENCIA DE
CARIES

Posteriormente se seleccion6 el top 10 de especies mas representativas para comparar la
abundancia relativa del microbiota oral entre casos y controles y asi explorar la comunidad
microbiana de los individuos con experiencia y sin experiencia de caries. Los resultados
revelan que la especie con mayor abundancia en ambos grupos fue Prevotella
melaninogenica con un 21.72% en el grupo de casos y un 27.60% en controles,
posteriormente Veillonella atypica con 25.41% para casos y 22.14% para controles, seguido
por Streptococcus tigurinus con 13.40% para casos y 8.25% para controles. (Imagen 8)

Para este analisis también se realizé un mapa de calor (heatmap) basado en el nimero de
lecturas, se puede observar el agrupamiento de las muestras con base en el top 10 de las
especies, en donde el color azul agrupa nuestros casos y en el color verde los controles,
los tonos azules registran los menores numeros de lecturas y los tonos rojos los mayores

numeros de lecturas. (Imagen 9).
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Imagen 8 Abundancia relativa del top 10 de bacterias del microbiota oral en casos y controles
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Imagen 9 Mapa de calor del top 10 de especies entre casos y controles
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COMPARACION ENTRE LOS PERFILES BACTERIANOS Y LA
EXPERIENCIA DE CARIES.

Continuando con el analisis se realizaron boxplots para observar la distribucion de cada
especie entre casos y controles (imagen 11), ademas se obtuvo el valor de p para saber si
presentaban diferencias estadisticamente significativas. Las especies que no fueron
estadisticamente significativas fueron: Veillonella atypica, Rothia mucilaginosa, Prevotella
salivae, Prevotella histicola, Prevotella veroralis, Bacteroides denticanum, Fusobacterium
periodonticum, Neisseira mucucosa y Prevotella melaninogenica. (p<0.05). Sin embargo,
Streptococcus tigurinus fue la Unica especie que tuvo un valor significativo (p=0.010), en el
diagrama se observa que se presenta con mayor abundancia en individuos con experiencia

a caries que en nuestro grupo control. (Imagen 10)

p=0.010
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2
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Imagen 10 Bloxplot de S. tigurinus
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Imagen 11 Boxplots de las especies sin diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).(a) P. melaninogenica (p=0.864), (b) R.
mucilaginosa (p=0.607), (c) V. atypica (p=0.354), (d) N. mucosa (p=0.706), (e) B. denticanum (p=0.918), (f) P. histicola (p=0.336), (g) F.
periodonticum (p=0.973), (h) P. salivae (p=0.945) y (i) P. veroralis (p=0.681)
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Se realizé una comparacion del microbiota salival entre nifios con experiencia y sin
experiencia a caries, como ya se menciond antes muchas de las especies del top
10 no tuvieron diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, los que se
encontraron aumentados en nuestro grupo de casos y disminuido en los controles
fueron: V. atypica, P. melaninogenica, S. tigurinus, N. mucosa, P. veroralis, F.
periodonticum, P. salivae y R. mucilaginosa. Y por el contrario los que se
encontraron disminuidos en casos y aumentados en controles solo fueron: P.

histicola y B. denticanum (Tabla 11).

Especie Casos Controles

Veillonella atypica

Prevotella melaninogenica

Streptococcus tigurinus

Neisseira mucosa

Prevotella verolalis

Fusobacterium periodonticum

Prevotella histicola

Prevotella salivae

Rothia mucilaginosa

Bacteroides denticanum

Tabla 11 Aumento y disminucién del top 10 especies entre casos y controles
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9. DISCUSION

En el presente estudio se realizé la comparacion del puntaje obtenido del indice CPOD y
los perfiles microbianos de muestras de saliva de 15 niflos con experiencia de caries y 19

sin experiencia de caries por medio de la secuenciacién del gen ARNr 16S.

Las enfermedades orales mas comunes en nifilos son las maloclusiones, la gingivitis y en
primer lugar se encuentra la caries, esta es una enfermedad infecciosa, trasmisible y
multifactorial que es causada por bacterias que se adhieren al esmalte y colonizan la
superficie dental. En paises desarrollados se ha visto un cambio en la morbilidad de esta
enfermedad en nifios, sin embargo, en paises en vias de desarrollo el cambio ha sido lento,
en México aun es considerada un problema de salud publica para esta poblacion. Para
poder calcular el estado de salud o enfermedad de los individuos necesitamos los indices,
en odontologia existen multiples indices, sin embargo, el mas utilizado para medir la
experiencia de caries en estudios epidemiolégicos es el indice CPO/ceo. Este indice tiene
muchas ventajas ya que no requiere de equipo especial para poder realizarlo, se necesita
menos tiempo para su ejecucion, aunque también cuenta con algunas desventajas como
es la limitacion al evaluar lesiones tempranas. Es por eso por lo que el presente estudio
tiene como objetivo poder encontrar una relacion entre los puntajes de este indice y los

perfiles microbianos de las muestras de saliva obtenidos del analisis metataxondémico.

El analisis se elabord con el top 10 de especies del microbiota oral entre casos y controles.
La especie que se encontr6 en mayor abundancia fue Prevotella melaninogenica con un
21.72% en el grupo de casos y un 27.60% en controles. En estudios previos Qudeimat y
cols. encontraron una abundancia significativamente mayor de P. melaninogenica en nifios
con caries que en el grupo control, al igual que el estudio realizado por Nezar y cols. donde
esta especie es encontrada con mas abundancia en el grupo de nifios con experiencia a
caries y la relacionan con la biosintesis de queuosina que esta en las vias mas comunes
asociadas a caries (51).

Posteriormente se encuentra la especie Veillonela atypica con 25.41% en casos y 22.14%
en controles, no tuvo diferencias significativas. En estudios previos Arif y cols. encontraron
esta especie en proporciones similares en nifios con caries y sin caries (52). Se ha

documentado que las especies de este género se encuentran entre los principales



anaerobios de la cavidad oral y se detectan con frecuencia tanto en lesiones de caries como
en microbiota de individuos sanos, estas especies tienen la capacidad de utilizar el lactato
para convertir nitrato en nitrito, el nitrito tiene efectos beneficiosos sobre la salud bucal ya
que inhibe el crecimiento y el metabolismo de bacterias patégenas orales, como
Streptococcus mutans (53).

También dentro del top 10 encontramos a Streptococcus tigurinus con 13.40% en casos y
8.25% en controles, en esta especie se encontrd diferencia estadisticamente significativa
(p=0.010), en el estudio realizado por Kalpana y cols. son los primeros en encontrar una
relacion de esta especie en nifilos con caries, lo clasifican como un potente cariogénico y lo
comparan con S. mutans por sus propiedades aciduricas y acidogénicas (54). Aunque
también se ha relacionado con multiples infecciones invasivas graves como en el estudio
que realizaron Zbiden y cols en donde encuentran esta especie en 14 pacientes con
diferentes infecciones graves como: endocarditis infecciosa, bacteremia, meningitis,
espondilodiscitis, y empiema. (55)

Neisseria mucosa fue otra de las especies que se encontraron dentro del top 10, con 7.57%
en casos y 8.10% en controles, en estudios previos Gizani y cols. encuentran esta especie
en proporciones parecidas para nifios con caries y sin caries, en cambio (56), Sun y cols.
mencionan que el género Neisseria principalmente la especies N. elongata y N.mucosa
metabolizan productos de bajo pH como &cido lactico en acidos débiles y acidos volatiles,
y se encuentra en mayor abundancia en individuos libres de caries (57).

Posteriormente se encuentra Prevotella histicola con 3.89% para casos y 9.46% controles,
no tuvo un valor significativo, Wang y cols. realizan un estudio donde encuentran una
abundancia significativamente mayor de esta especie en nifios con caries (58). Asi mismo
se encontro Prevotella veroralis con 7.40% para casos y 5.19% para controles, en el estudio
realizado por Lee y cols. encuentran mayor abundancia de esta especie en nifios con caries
(59). Aligual se presento la especie de Prevotella salivae con 7.12% para casos y 4.59%
para controles, en el estudio de Jiang y cols. se observa que esta especie estaba
aumentada en nifios con caries y en los nifios sin caries se encontraba disminuida (60). En
el estudio realizado por Yang y cols. se describe que diferentes especies de Prevotella se
presentaban en individuos con y sin caries, entre ellas P. veroralis , P.histicola y P. salivae,
sin embargo, no se establecié una relaciéon de estos cambios con la presencia de caries,
aunque mencionan un posible vinculo ya que la acidificacion del entorno oral pudo provocar

el cambio en la composicion de este género, ya que estos residentes orales se caracterizan,



por rangos de pH 6ptimos y una caida repentina del pH podria cambiar su distribucion
intraoral de forma notable (61).

Bacteroides denticanum también se encontré dentro del top 10, con 6.77% en los casos y
6.90% en los controles, el género Bacteroides se ha relacionado a la microbiota
gastrointestinal, oral y vaginal, al igual se ha relacionado a la resistencia a multiples
antibioticos, a infecciones de origen intra-abdominal y bacteriemias especialmente en nifios
(62). Sin embargo la especie B.denticanum no se ha relacionado con la presencia de caries.
Fusobacterium periodonticum es otra especie que esta en el top 10, con 3.56% en casos y
4.7% en controles, a pesar de que es un patdgeno periodontal y se ha asociado a diferentes
enfermedades sistémicas, como: Enfermedades cardiovasculares, artritis reumatoide,
infecciones de vias respiratorias, cancer (63), también se ha relacionado con caries, en el
estudio realizado por Jiang y cols. se detecté con mayor frecuencia en el grupo de nifios sin
caries que en el grupo con caries(60).

Y por ultimo se presentd Rothia mucilaginosa con 3.56% en casos y 4.7% en controles, en
estudios previos, Vieira y cols. observaron que esta especie se enriquecia en nifios con
caries activa y que tiene un papel significativo ya que se ha identificado como un importante
iniciador de las interacciones célula-célula de los primeros biofilms que se forman en la

superficie dental (64).

No obstante varios estudios han relacionado la presencia de diferentes especies
bacterianas con las etapas de caries, se ha podido evidenciar que algunas especies
bacterianas predominan solo en etapas iniciales y otras en etapas avanzadas, como se
menciona antes el indice CPOD tiene la limitante que no detecta caries en etapas
tempranas cuando comienza la desmineralizacidén y se presentan las lesiones o manchas
blancas, este indice codifica caries cuando existe una perdida de estructura o tejido del
diente.

En el estudio realizado por Simon-Soro y cols. encuentran que los géneros relacionados a
caries de esmalte son Candida y algunas especies de Streptoccocus como S. mitis y S.
mutans. Y los géneros relacionados a caries en dentina estan Prevotella y Streptoccocus
en los que se presentd un aumento y en las que se vieron disminuidas fueron Neisseira,
Fusobacterium y Capnocytophaga (65)

Sin embargo, no podriamos realizar esta comparacién con nuestros resultados ya que en

nuestro grupo de casos no solo tenemos nifios con caries, también se incluyeron todos



aquellos que hayan tenido experiencia de caries, esto quiere decir que de igual forma

encontramos nifios que no tienen caries, pero ya cuentan con restauraciones.

Conforme a la informacion revisada, examinando diferentes variables tanto clinicas como
sociodemograficas que influyen en los perfiles bacterianos de esta poblacién, encontramos

dos limitantes importantes:

1. Algunos de los nifos que participaron en este estudio, tenian un diagndstico de cancer
al momento de tomar la muestra de saliva, esto podria estar modificando los perfiles
bacterianos y presentar sesgos en los resultados. Ya que como se menciond
previamente en los antecedentes, las enfermedades a nivel sistémico se ven reflejadas
en el microbiota oral.

2. En el diagnéstico clinico ya que a pesar de que nuestro grupo de examinadores tienen
experiencia previa realizando el indice (CPOD), no fueron calibrados en conjunto. Cabe
mencionar que se inicioé con el proceso de calibracién, sin embargo, se vio frenado por

la situacion mundial actual (COVID-19).



10. CONCLUSIONES

Los estudios de asignacion taxonémica por medio del gen ARNr 16S son innovadores para
el area odontolégica, no solo para caries, también para diferentes enfermedades
bucodentales, en los que puede servir como herramienta diagnostica o pronostica,

identificando bacterias que no pueden ser cultivadas con técnicas convencionales.

Al analizar los perfiles bacterianos de niflos con y sin experiencia de caries, encontramos
que solo una especie es significativa y en estudios previos se ha relacionado con caries. La
relacion esperada del indice CPOD con los perfiles del analisis metataxonémico es baja,
sin embargo, los resultados son prometedores ya que a pesar de que muchas de las
especies no tuvieron un valor estadisticamente significativo, varios de los géneros
obtenidos en nuestros resultados se han relacionado con caries en estudios previos.

Las limitaciones que encontramos en este proyecto nos serviran para complementar nuevos
estudios, aumentando el nimero de casos y controles, calibrando en el indice CPOD a

nuestro grupo de examinadores y asi poder optimizar resultados.



11. ANEXOS

Definicion de variables

Tipo de

Variable ; Definicién Escala de Medicién
variable
Edad Continua Tiempo de vida a partir del nacimiento. Numero de afios cumplidos.
. Caracteristicas fisicas y biolégicas que determinan Masculino
Sexo Nominal - X .
condijo hombre, mujer. Femenino
- . . Los estados de México u
Nacimiento Nominal Lugar de nacimiento otro pais
. . . PR Los estados de México u
Residencia Nominal Lugar donde esta viviendo otro pais
Hermanos Nominal Tiene hermanos ,\?(')
Numero de hermanos Discreta Cantidad de hermanos Numero de hermanos.
Normal
Embarazo Nominal Evolucién del embarazo Alto riesgo
Otros
Nominal Administracién de medicamentos durante el embarazo Si
Med Emb No
Parto eutdcico
Parto Nominal Tipo de alumbramiento Parto distécico
Por cesarea
Prematuro
Neonat Ordinal Etapa neonatal A término
Post-término
PesoNacer Continua Peso al momento del nacimiento <2.5kg
2.5-3.5kg >3.5kg
Talla Continua Talla al momento de nacer Cm que midic al momento
de nacer
Hipoxia
Nominal Dificultad de succion
Difalnacer Dificultades al momento de nacer Ninguna
Otras
Si
AnomaliasCong Nominal Presencia de anomalias congénitas No
No contesto
No sabe
AntFamCan Nominal Presencia de cancer en familiares ,\i‘)
Descripcion de los
. . . . antecedentes familiares de
Lugar Cancer Nominal Tipo de cancer . .
cancer (tipo, parentesco,
edad)
Exantemicas Nominal Antecedentes de exantematicas Va'r\;zela
Si
Alergicos Nominal Antecedentes alérgicos No
No contesto
Si
Neurologicos Nominal No
9 Antecedentes neuroldgicos No contesto
Si
. . No
. Nominal Antecedentes cardiovasculares
Cardiovascular No contesto
Si
Respiratorio Nominal Antecedentes respiratorios No

No contesto
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Variable

Tipo de
variable

Definicion

Escala de Medicion

Gastrointestinal

Nominal

Antecedentes gastrointestinales

Si
No
No contesto

Musculo esquelético

Nominal

Antecedentes musculo esqueléticos

Si
No
No contesto

Endocrino

Nominal

Antecedentes endocrinos

Si
No
No contesto

Dermatolégicos

Nominal

Antecedentes dermatoldgicos

Si
No
No contesto

Genitourinario

Nominal

Antecedentes genitourinarios

Si
No
No contesto

Hemolinfatico

Nominal

Antecedentes hemolinfatico

Si
No
No contesto

Oncologicos

Nominal

Antecedentes oncologicos

Si
No
No contesto

Tipo de cancer

Nominal

Tipo de cancer

Tipo de cancer que se
diagnostico

Psicolégicos

Nominal

Antecedentes psicoldgicos

Si
No
No contesto

Quirurgicos

Nominal

Antecedentes quirlrgicos

Si
No
No contesto

Traumaticos

Nominal

Antecedentes traumaticos

Si
No
No contesto

Enfermedad

Nominal

Enfermedades que ha presentado

Tipo de enfermedad y edad
en la que se diagnostico

Alimentacion

Nominal

Tipo de alimentacién al nacimiento

Seno materno
Biberon
Ambos

Otros

EdadAlimen

Continua

Tiempo hasta que se aliment6 de seno materno o
biberén

Numero de afios en los que
se alimentd en las
diferentes opciones

Lecheendul

Nominal

Se brindo leche endulzada

Si
No
No contesto
A veces

AlimnNoct

Nominal

Se brindé alimentacion nocturna

Si
No
No contesto

HigieneBucal

Nominal

El paciente lleva a cabo una higiene bucal

Si
No
No contesto

Quienlorealiza

Nominal

Persona que realiza la higiene bucal del paciente

Padres
Paciente
Ambos
Otros

AuxiliaresHigiene

Nominal

Auxiliares de higiene bucal

Cepillo dental
Gasa
Pasta

Hilo dental
Otros

InicioHigiene

Discreta

Frecuencia con que realiza higiene bucal

Una vez al dia
Dos veces al dia
Tres veces al dia
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Variable

Tipo de
variable

Definicion

Escala de Medicion

HigieneNoct

Nominal

Higiene bucal antes de dormir

Si
No
No contesto

Nivel socioeconomico

Ordinal

Nivel socio econémico

A/B
C+
C
C-
D+
D
E

Medicamentos

Nominal

Medicamentos que se estan suministrando al paciente

Si
No
No contesto

Tipo

Nominal

Tipo de medicamentos que se estan proporcionando al
paciente

El nombre del
medicamento, dosis y cada
cuando se administra

Cancer

Nominal

Paciente sano o con diagnostico de cancer

Caso
Control

Diagnostico 1

Nominal

Primer diagnostico

Control sin cancer
Leucemia
Linfoma
Sarcoma de tejidos blandos
Sarcoma de hueso
Tumores se SNC
Hepaticos
Renales
Carcinomas
Otras

SitioMetast

Nominal

Lugar donde presenta metastasis

Pulmén
Hueso
Medula 6sea
Pulmén y hueso
Higado

LabiosExt

Nominal

Inspeccion de superficie externa de labios

Alteraciones en labios

LabiosInter

Nominal

Inspeccion de superficie interna de labios

Alteraciones en labios

FrenilloLab

Nominal

Inspeccion de frenillo labial

Localizacion de frenillo

Mucyugfonsac

Nominal

Inspeccion de mucosa yugal y fondo de saco

Alteraciones en mucosa

Frenillobucal

Nominal

Inspeccion de frenillo bucal

Localizacion del frenillo

Lengua

Nominal

Inspeccion de lengua

sin alteracion
saburral
fisurada
pilosa
glositis migratoria
glositis romboidea media
Ulcera de Riga-Fede
candidiasis
otros

Frenilloling

Nominal

frenillo lingual Inspeccién de

Insercion sin alteracion
Insercion corta

Pisodeboca

Nominal

Inspeccion de piso de boca

Sin alteracion
Ranula
Otros

Paladarduro

Nominal

Inspeccion de paladar duro

Alteraciones en paladar
duro

Paladarbland

Nominal

Inspeccion de paladar blando

Alteraciones en paladar
blando

Amigdalaspal

Nominal

Inspeccion de amigdalas palatinas

Alteraciones en amigdalas

Uvula

Nominal

Inspeccion de Uvula

Sin alteracion
Bifida
Inflamada
Ulcerada

Succiondedo

Nominal

Succién de dedo

Si
No

Chupodn

Nominal

Uso de chupon

S7



Tipo de

Variable VETTEE Definicion Escala de Medicion
Si
No
Labio Nominal Succién de labio ,\?c')
Mordeduralabio Nominal Mordedura de labio ,\i‘)
Onicofagia Nominal Presenta onicofagia l\?c;
Bruxismo Nominal Presenta bruxismo ,\i‘)
- . I Si
Deglatipica Nominal Presenta deglucion atipica No
Respiracionbucal Nominal Presenta respiracion bucal ,\i')
Riesgo medio
Riesgodecaries Ordinal Riesgo a tener caries Riesgo bajo
Riesgo alto
Indice Discreta Tiene indice de caries ,\i')
Cariado Discreta Dientes con caries Namero de Q|entes con
caries
Perdido Discreta Dientes perdidos Numero de dientes perdidos
. . . Numero de dientes
Obturado Discreta Dientes con obturaciones obturados
indicelndividual Discreta indice individual Nimero fotal de dientes con

caries, perdidos y obturados
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