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Resumen

Es bien conocido el hecho de que la caries es una enfermedad infecciosa
transmisible y que se puede prevenir, sin embargo existen varios factores que
contribuyen a su aparicion en cavidad oral, por ello el objetivo de este estudio fue
determinar la asociacion entre la experiencia de caries y la presencia de
Streptococcus del tipo mutans en nifios de 3 a 5 afios que acuden a la clinica de
estomatologia pediatrica de la FEBUAP. Estudio analitico, prospectivo, transversal,
observacional. Se incluyeron 31 nifilos de 3 a 5 afios de edad que acudieron a la
clinica del posgrado de estomatologia pediatrica. EI muestreo fue no probabilistico
por conveniencia, se realizo historia clinica con consentimiento informado en donde
se llend un formato utilizando el indice ICDAS, por medio de saliva en el laboratorio
se realizaron conteos de UFC/ml y se recolecté placa dentobacteriana para
determinar la presencia de S. mutans y S. sobrinus por medio de PCR. Los
resultados demostraron que mediante el analisis ICDAS la mayor prevalencia se
encontré en el cédigo 0, 1 y 6; los nifilos de la poblacion presentaron un riesgo a
caries medio con conteos de 10° y 108 UFC/ml, y la principal especie identificada
por PCR fue el S. mutans. Por lo cual concluimos que hay asociacion entre el
historial de caries y la presencia de estreptococos del tipo mutans, es de suma
importancia conocer el nivel de riesgo de cada nifio y reducir los indices de caries
desde el inicio de la misma, ademéas de implementar programas para educar a los
padres de familia acerca de esta enfermedad.



Introduccién

Uno de los problemas de salud mas prevalentes que afectan al ser humano es la
caries. La caries es una enfermedad infecciosa, cronica y transmisible, que causa
la destruccién localizada de los tejidos dentales duros por los acidos producidos por
los microorganismos adheridos a los dientes. Estas lesiones por tanto, son
causadas por bacterias orales que pertenecen a una comunidad compleja de
numerosas especies que participan en la formacién de la placa dentobacteriana, a
su vez metabolizan el sustrato, por su capacidad acidégena, determinan un
descenso del pH y causan la desmineralizacion dental. Esta puede afectar a varios

tipos de tejidos: esmalte, dentina y pulpa.t

Estan presentes mas de 700 especies bacterianas identificables en la cavidad oral
humana, el Streptococcos mutans es el principal microorganismo que se presenta

en la cavidad oral con la erupcién del primer érgano dentario.?

El presente estudio pretende diagnosticar las lesiones cariosas a través de los
criterios de ICDAS, el cual detecta y clasifica la lesion cariosa no cavitada y cavitada
del esmalte; en base a ello podremos evaluar la experiencia de caries y
considerando lo anterior, cuantificar la presencia de streptococcus del tipo mutans
y evidenciar la utilidad del indice ICDAS para identificar la enfermedad desde sus
primeras manifestaciones clinicas, proporcionando pautas para elaborar programas
de salud bucal para proveer tratamientos preventivos y limitar el dafio por caries en
poblaciones de iguales caracteristicas a las que seran sujeto de este estudio y poder

de esta manera disminuir la incidencia de caries.



Marco Tedrico

Antecedentes Generales

Caries Dental

La caries dental es una enfermedad infecciosa, transmisible que da como resultado
la destruccion progresiva de la estructura del diente por bacterias patdgenas
generadoras de acido, debido a la accibn de microorganismos sobre los
carbohidratos fermentables provenientes de la dieta. La infeccion da lugar a la
pérdida mineral del diente que comienza en su superficie mas externa y puede
progresar de forma centripeta a través de la dentina hacia la pulpa dental,
comprometiendo en ultima instancia la vitalidad del diente. Caries es un término que
se utiliza para denominar tanto el proceso de descomposicién del diente, como la
lesion que es consecuencia del proceso; este se efectla en la pelicula biolégica
adherida a la estructura dental y es la interaccion entre el proceso de
descomposicion y la pelicula adherida a la estructura dental lo que da por resultado

la lesion del diente.3

La caries es un proceso constante que se compone de varios ciclos de
desmineralizacion. La desmineralizacion inicia a un nivel atdmico en las superficies
de los cristales dentro del esmalte y la dentina, y puede continuar hasta su punto
final que seria la cavitacidn, por lo tanto existe la posibilidad de revertir o detener el
progreso de la lesion. La re-mineralizacion es el remplazo de los minerales que el
diente ha perdido previamente y su consecuente reparacion. En los ultimos afios el
proceso de caries se ha definido de mejor manera considerando varios aspectos
como el microbioldgico, la cinética de la desmineralizacion, la posibilidad de revertir
este proceso conocido como re mineralizacion asi como los factores que

contribuyen a esto.*

El desarrollo de caries debe involucrar factores indispensables en el que haya un
huésped susceptible, una flora oral cariogénica, y un substrato apropiado que
debera estar presente durante un periodo determinado de tiempo. El proceso de
desmineralizacion del esmalte dental se debe a las altas concentraciones de &cidos
organicos producidos por las bacterias en la placa dental.®



La morfologia dental constituye uno de los agentes multicausales que contribuyen
al desarrollo de la caries. Cada diente se compone de una corona que se extiende
en la cavidad oral y esta bafiado por saliva y una parte de la raiz que esta unido por
las fibras de colageno de la membrana periodontal. Las superficies oclusales, de los
dientes premolares y molares, estan atravesados por surcos de desarrollo o fisuras
gue estan colonizadas por una flora escasa en relacién a las superficies lisas y
proximales. Muchos organismos pueden colonizar en las fisuras, que proporcionan
una retencion mecanica para las bacterias. La flora oral normal de cada
uno contiene microorganismos que son capaces de metabolizar los hidratos de
carbono fermentables, lo que lleva a la produccion de una variedad de productos de
acido lactico, acético y formico. La dieta puede ejercer un efecto local sobre la caries
en la boca al reaccionar con la superficie del esmalte y al servir como substrato para
microorganismos cariogénicos. En esencia, existe un equilibrio dentro de la placa
dental mediante el cual el pH de este biofilm disminuye cada vez que el
huésped ingiere una comida que contiene hidratos de carbono fermentables, que
son metabolizados por los microorganismos dentro de la placa dental, y después de
algunos minutos el pH vuelve al nivel de reposo o normal debido a que la saliva
contiene calcio y fosfatos. Se considera al tiempo como un factor modulador o
secundario, que resulta determinante en la produccion de caries, pues si los factores
etiologicos interactian durante mas tiempo, los fenbmenos de desmineralizacion
ocurren facilmente, caso contrario si tal interaccion dura menos, dichas

manifestaciones no alcanzarian a producirse.®

La resistencia a la caries puede depender de la estructura intrinseca y la
composicion de los dientes, del medio predominante en la cavidad bucal y de
factores generales. La configuracién de la superficie del diente y los procesos
fisiol6gicos internos influyen en su resistencia al ataque y en el progreso de la caries.
La saliva puede influir en el medio bucal por factores tales como su capacidad de
neutralizacion, la abundancia de la secrecién y la concentracion de iones de
hidrogeno, asi como la accién de enzimas salivales, de anticuerpos y de sustancias

de gran peso molecular.”



Saliva
La saliva es una solucién super saturada en calcio y fosfato que contiene fltor,
proteinas, enzimas, agentes buffer, inmunoglobulinas y glicoproteinas, entre otros

elementos de gran importancia para evitar la formacién de caries.

La saliva es esencial en el balance acido-base de la placa. Las bacterias
acidogénicas de la placa dental metabolizan rdpidamente a los carbohidratos y
obtienen &cido como producto final. EI pH decrece rapidamente en los primeros
minutos después de la ingestion de carbohidratos para incrementarse
gradualmente; se plantea que en 30 minutos debe retornar a sus niveles normales.
Para que esto se produzca debe actuar el sistema buffer de la saliva, que incluye
bicarbonato, fosfatos y proteinas. El pH salival depende de las concentraciones de

bicarbonato; el incremento en la concentraciéon de bicarbonato eleva el pH.8

Las macromoléculas salivales estan involucradas con la formacion de la pelicula
salival. Se demostro que las proteinas ricas en prolina interactian con la superficie
del diente, formando una capa protéica que se deposita sobre el mismo,
denominada pelicula adquirida, la cual esta involucrada en procesos importantes
como la proteccion de la superficie dentaria, su re-mineralizacion y la colonizacién
bacteriana. En la saliva ademas de proteinas, se han aislado péptidos con actividad
antimicrobiana. Se considera que ademas de la defensa de la superficie de la
cavidad bucal, pudieran inhibir la formacién de la placa dental bacteriana y, por lo

tanto, el desarrollo de la caries dental.®

Colonizacién Bacteriana

El paso més importante para que se produzca la caries, es la adhesion inicial de las
bacterias a la superficie del diente. Esta adhesion esta mediada por la interaccion
entre una proteina del microorganismo y algunas de la saliva que son adsorbidas
por el esmalte dental. Para la colonizacion bacteriana, es imprescindible la
formacién previa de una fina pelicula de proteinas salivales sobre la superficie del
diente: la ya mencionada pelicula adquirida. La interaccion se produce en cierta

medida a través de cargas electrostaticas, la carga eléctrica de las proteinas se



relaciona con la presencia de grupos ionizables en sus aminoacidos

constituyentes.1°

La presencia de microorganismos capaces de producir acido suficiente para
descalcificar la estructura del diente es necesaria para el proceso de caries dental.
En los ultimos afios se ha implicado al Streptococcus mutans (SM) como el principal
y mas virulento microorganismo responsable de la caries dental, sin embargo,
microorganismos como el Lactobacillus sp, Actinomyces SP, y otros tipos de

Streptococcus también participan, pero su rol es de menor importancia.!

El Streptoccocos mutans no se encuentra en la cavidad oral del recién nacido y s6lo
se detecta tras el inicio de la erupcion de los dientes temporales. Al aparecer las
piezas dentales en la boca, es posible que sobre ellas ocurra la formacion de la
placa bacteriana, estructura microbiana considerada como el principal agente
causal en la mayoria de las enfermedades dentarias, pulpares y periodontales. La
placa bacteriana puede definirse como un ecosistema compuesto de estructuras
microbianas agrupadas densamente, glucoproteinas salivales insolubles, productos
microbianos extracelulares y en menor proporcion detritus alimentario y epitelial,

firmemente adherido a la superficie dentaria.'?

El contagio de la boca del nifio, por bacterias cariogénicas provenientes de la saliva
de los adultos, especialmente la madre, se produce principalmente al erupcionar los
organos dentarios. Existirian periodos criticos de susceptibilidad, por lo que se ha
empleado el término "ventanas de infectividad" para graficar este momento, el que
se produciria entre los 6 y los 24 meses y entre los 6 y 11 afios del nifio, coincidiendo
con los periodos de aparicion de las piezas dentarias en la boca. Se ha demostrado
gue mientras mas precoz es la colonizacion de la boca del nifio por las bacterias

cariogénicas, mayor es el riesgo de tener caries a corto plazo.*?

Los microorganismos implicados en la etiologia de la caries dental son acidogénicos
y aciduricos. Para iniciar las lesiones de caries en esmalte, los microorganismos
también deben ser capaces de colonizar la superficie del diente y sobrevivir en
competencia con especies menos nocivas. En 1960, Fitzgerald y Keyes demostrd
qgue la caries dental es una enfermedad infecciosa y transmisible, valiéndose de



experimentos con hamsters, a los que separé en dos grupos, uno comprometido
con la enfermedad y otro exento de ella. Hay abundante soporte a la
llamada hipoétesis de la placa especifica, introducida por Loesche, el cual propone
que algunas especies especificas de la flora de la placa son consideradas como
mayor patdgeno en la etiologia de la caries. Los principales patdgenos incluyen a
aguellas bacterias asociadas con caries en los seres humanos y también capaces
de inducir lesiones cariosas en animales experimentales. Los mas importantes son
los streptococos del tipo mutans que consta de siete especies, de las cuales S.
mutans y S. sobrinus se asocian a la caries en humanos. La relacién de S. sobrinus
a caries en humanos no esta bien entendida como la que existe entre S. mutans y
caries, y solo algunos estudios identifican las especies separadas. También
asociado con la etiologia de la caries, pero considerados menos criogénicos estan

Lactobacillus sp, Actinomyces y Actinomyces naeslundii.1#

Streptococcus mutans

En 1924 J.K. Clarke, en Inglaterra, aisl6 cierto microorganismos a partir de lesiones
cariosas, que el denomino Streptococcus mutans, debido a que con la tincién de
Gram se observaban de forma mas ovalada que redondeada, por lo que considero
que estas bacterias eran mutantes de este género. Los Streptococcus mutans se
caracterizan por ser cocos Gram positivos, presentan un diametro de 0.5a 0.75 um,
se encuentran en cadenas, esta bacteria es anaerobia facultativa, no forma esporas
y fermenta el manitol, sorbitol. El Streptococcus mutans posee muchas cualidades
que lo favorecen para ser el microorganismos mejor adaptado en el proceso carioso,
incluye la capacidad para adherirse a las superficies dentales, esta accion esta
mediada por la interaccidén entre una proteina del microorganismo (PAc) y algunas
de la saliva que son adheridas al esmalte dental, ademas de la produccién de
polisacaridos extracelulares (mutanos), a partir de los carbohidratos provenientes
de la dieta produce rapidamente acido lactico (acidogenicidad), lo cual hace que
baje el pH de 6.8 a 3.4 y empiece la desmineralizacion del esmalte dental. El medio
mas empleado para el aislamiento de Streptococcus mutans en el laboratorio es el
agar mitis salivarius suplementado con sacarosa al 2%, que permite la

diferenciacion morfoldgica de las colonias de S. mutans.®



Teorias de la formacion de caries

A. Teoria acidogena

Propuesta por Willoughby Miller en 1890, esta teoria afirma que la caries es el
resultado de un proceso quimico y microbiano que conduce a la disolucion del
esmalte, donde los gérmenes provocan la degradacion del azucar, los acidos y

estos fermentos provocan la descalcificacion de la hidroxiapatita del esmalte.

B. Teoria proteolitica

La teoria de la protedlisis fue propuesta por Gottlieb en 1944. La teoria propone que
las enzimas proteoliticas liberadas por las bacterias de la cavidad oral podrian
destruir la matriz organica del esmalte. Considera dos fases: en la primera hay una
destruccion de la matriz organica por las enzimas proteoliticas bacterianas. En la
segunda fase hay una disolucion de los cristales de hidroxiapatita, por la accion de

los acidos orgénicos procedentes de la degradacion proteolitica.

C. Teoria de la protedlisis — quelacion

La teoria protedlisis - quelacion, propuesta por Schatz y Martinen 1955. La teoria
sugiere que existe la posibilidad de que la desmineralizacién pueda producirse sin
formacion de acidos, ya que la quelacion ocurre con valores de pH neutros o

alcalinos los cuales destruyen la hidroxiapatita.

D. Teoria ecoldgica

Propuesta por Marsh en 1994, establece que el proceso se desencadena por un
desequilibrio en la flora microbiana normal del biofilm dental, hacia una flora
acidogénica. Este desequilibrio ecologico se inicia por la accion de un factor
desencadenante (stress), que corresponde a un exceso de ingesta de sacarosa, lo
gue genera acidos. La baja de pH mantenida en el tiempo, hara cambiar la flora
hacia una flora acidogénica, acidurica y acidofila; lo anterior, involucrara el inicio del

proceso de caries, pasando de un estado de salud al de enfermedad.'®

Cuando analizamos la progresion de una lesion de caries podemos identificar

diferentes estadios o etapas de avance, en las superficies lisas del esmalte, la lesion



se identifica como una zona blanquecina, yesosa, con pérdida de traslucidez que
puede afectar uno o varios dientes. También se puede presentar una acentuacion
de los periquimatos, que son las terminales externas de las estrias de Retzius y se
ven como estructuras agrietadas de la superficie del esmalte. En aquellos lugares
en los que la caries ha progresado mas lentamente o se ha detenido, se puede
observar en el esmalte una pigmentacién de color pardo o amarillo. Las lesiones en
la superficie lisa cuando se seccionan longitudinalmente, tienen forma de cono con

el 4pice dirigido hacia la dentina.’

Las lesiones incipientes de caries en el esmalte consta de cuatro superficies, estas
son: la zona translicida, la zona obscura, el cuerpo de la lesion y la capa externa,

gue se enuncian respectivamente:

Zona superficial
Es una franja permeable a la entrada de los productos bacterianos, especialmente
a los acidos. Presenta una porosidad del 5% y una pérdida de minerales de la zona

superficial en rango de un 5%.
Cuerpo de la Lesiéon

Ocupa la mayor parte de la lesion del esmalte, se extiende por debajo de la zona
superficial o capa de Darling hasta la zona oscura. En esta zona, la
desmineralizacion es mas rapida, aumenta la solubilidad de los cristales y también
la porosidad. En el centro su porosidad alcanza un 25% o mas y la pérdida de

mineral es la mas alta, entre un 18 y 50%.
Zona oscura u opaca

Es una banda ubicada por debajo del cuerpo de la lesion. Presenta una porosidad

de 2 a 4% de su volumen y una pérdida de minerales de 5 a 8%.
Zona trasllcida

Se ubica en la zona mas profunda de la lesién, que corresponde al frente de avance

o de ataque interno. Esta zona es mas porosa que el esmalte sano, siendo su



porosidad de un 1% en contraste con el 0,1% del esmalte no afectado. Presenta

pérdida de mineral de 1,0 a 1,5%
Lesion cavitada en esmalte

Cuando el esmalte llega a presentar cavidad las bacterias invaden la dentina en
forma generalizada progresando la lesion mucho mas rapido definiendo tres frentes
de avance que se pueden identificar desde la superficie hacia la profundidad y que

a continuacion se describen:
Lesiéon en dentina

Cuando la lesion cariosa alcanza el limite amelodentinario, independientemente de
gue exista la presencia de cavidad o no, la lesion del esmalte altamente porosa,
permite una difusion posterior de los productos acidos bacterianos hacia los tubulos
dentinarios, puesto que en estas areas el proceso continuara ya que existe un mayor
depdsito de bacterias especialmente de especies anaerébicas y acidogénicas,

aumentando de forma progresiva esta destruccion.

Caries detenida o arrestada

Una lesidon que no esta sufriendo una pérdida mineral neta; es decir, el proceso de
caries en una lesion especifica ya no esta avanzando. Es una «cicatriz» de una
enfermedad del pasado. Las observaciones clinicas que hay que tener en cuenta al
evaluar la actividad de una lesion de caries se basan en una modificacion de los
criterios de actividad e incluyen la apariencia visual, la sensacion al tacto y el
potencial de acumulacién de placa. La lesién suele estar inactiva cuando la
superficie del esmalte es blanquecina, marron o negra; el esmalte puede estar
brillante y resulta duro y liso cuando se pasa con cuidado la punta de la sonda por

la superficie. 18

Caries de la infancia temprana
Es la presencia de una o mas superficies cariadas (con o sin lesién cavitaria),
superficies pérdidas (debido a caries) o superficies obturadas en cualquier diente

deciduo de un nifio entre el nacimiento y los 71 meses de edad.*®



Desde el punto de vista microbiolégico, el desarrollo de la Caries de la infancia

temprana puede ser dividido en tres etapas:
1. Infeccién primaria por S. mutans

2. Acumulo de microorganismos (S. sobrinus y lactobacilos) por la exposicion

prolongada a sustratos cariogénicos.
3. Répida desmineralizacién del esmalte y cavitacion de la estructura dental

El diagndstico tanto de la presencia como de la extension y actividad del proceso
de la enfermedad causada por la caries, es un requerimiento fundamental en los
problemas de salud, para su diagndstico se han desarrollado diferentes métodos de
deteccion de caries que hacen énfasis en la medicion de lesiones tempranas de
caries. La determinacion de los indices de caries en nifios en edad escolar debe ser
ideal para la deteccion de caries inicial ademas debe ser exacto, preciso y aplicable
para todas las superficies de los dientes. Las nuevas metodologias para detectar
las lesiones cariosas incluyen sistemas que mejoran el registro de las ya existentes,
o la incorporacion de nuevos meétodos, en el caso de la inspeccion visual se

desarrollé el Sistema Internacional de Deteccién y Medicién de Caries (ICDAS).2°

Este sistema es un conjunto unificado de criterios que se pueden utilizar para
describir las caracteristicas de las lesiones en el esmalte y la dentina de dientes,
limpios, secos, y evaluar su actividad. Este método fue desarrollado por 13
odontdélogos durante los afios 2002 a 2004. Debido a que no habia un conceso entre
lo medido en Europa y lo medido en América, ya que el sistema americano tomaba
en cuenta solo las lesiones cavitadas,?! se decidio6 realizar una reunién en Baltimore
con representantes especialistas en cariologia de Europa y Estados Unidos
realizado en Marzo del 2005. La importancia de este indice es que tiene tres tipos
de utilidades: para la practica clinica, para estudios epidemiologicos y para la

investigacion clinica.??

Los criterios para la deteccion: el ICDAS determina la gravedad de la lesion y
permite al profesional establecer el grado de desarrollo de la enfermedad dental y

el nivel de actividad, usando cifras que van de 0 (salud dental) a 6 (cavitacion



extensa). Las caracteristicas y actividad de las lesiones, incluyen el color de los
dientes, desde el blanco hasta el amarillento; la apariencia: sin brillo y opacidad;
sensacion de rugosidad al desplazar lentamente el explorador; el hallazgo de areas
de estancamiento de la placa y areas con huecos o fisuras, cerca del borde gingival

o por debajo del punto de contacto.
Codigos de Deteccion de caries

A continuacién se presenta los codigos de deteccidn de caries coronal con el rango
de 0-6 segun la superficie dental.?3

Codigo 0: Superficie dental sana, sin evidencia de caries dental. También,
superficies con defectos de desarrollo como hipoplasia del esmalte, fluorosis,
desgastes dentarios (atriciones, abrasiones, erosiones) tinciones intrinsecas o
extrinsecas, deben ser consideradas como sanas. También se puede colocar como
sano superficies con fisuras multiples, siendo una condicién que se vean en otras

fosas y fisuras.

Codigo 1: Primer cambio visual en el esmalte. Cuando el esmalte esta mojado no
hay evidencia de cambio de color atribuido a caries, pero después de un secado

prolongado (5s) se observa opacidad o decoloraciéon (blanca o marrén).

Codigo 2: Cambio visual distinguible en esmalte. Hay una opacidad cariosa o

decoloracion cuando la superficie dental esta hiumeda.

Codigo 3: Pérdida de estructura dental debido a caries, localizada en el esmalte,
sin dentina visible. El diente humedo puede tener una opacidad cariosa que es mas
amplia que la fosa y fisura natural, no consistente con la apariencia de esmalte sano.
Una vez secado, hay pérdida de estructura dental por caries a la entrada o dentro

de la fosa y fisura.

Codigo 4: Superficie no cavitada con sombra oscura subyacente desde la dentina.
Esta lesibn aparece como una sombra o decoloracién de la dentina visible con el
esmalte aparentemente sano, el cual puede o no presentar signos de ruptura
localizada. La sombra es frecuentemente mas facil de localizar cuando el diente

esta humedo.



Codigo 5: Superficie cavitada con dentina visible. Cavidad en esmalte opaco o

descolorido, exponiendo la dentina.

Codigo 6: Cavidad extensa distintiva con dentina visible: Hay evidente pérdida de
estructura dental, la cavidad es a la vez profunda y ancha, y la dentina es claramente
visible en las paredes y la base.

Protocolo de examen (ICDAS).- Se propone para el examen los siguientes pasos:?*
1. Pedir al paciente que se retire cualquier aparato removible.

2. Limpiar (como minimo con cepillo dental, también se puede realizar profilaxis

profesional).
3. Rollos de algodon en el carrillo (si se considera necesario).
4. Remover exceso de saliva (con la jeringa triple).

5. Hacer examen visual de la superficie HUMEDA (iniciando desde el cuadrante

posterior superior derecho y siguiendo en direccion a las agujas del reloj).
6. Secar la superficie por 5 segundos.

7. Hacer inspeccién visual de la superficie seca (observacion de lesiones tempranas

de mancha blanca).

8. Si es necesario usar explorador de punta redonda.




Antecedentes especificos

Aguilera et al, (2003) realiz6 un estudio cuyo objetivo fue detectar e identificar una
secuencia de 192 pb del gene spaP para evaluar la presencia de cepas de S.
mutans potencialmente cariogénicas, usando DNA aislado de muestras de placa
dental y establecer una relacién con el indice CPOD. Se tom6 una muestra de placa
dental a 38 nifios de ambos sexos, con una edad promedio de 5.7 (+ 1.2) afios de
edad que acuden en forma voluntaria a las instalaciones de la clinica de la
Especialidad en Odontopediatria de la Universidad Autdbnoma de Zacatecas (UAZ).
Se les determinaron los indices odontoldégicos CPOD (dientes cariados perdidos y
obturados) e IHOS (indice de higiene oral simplificado). Se estudiaron 38 sujetos al
azar, de los cuales 29 presentaron caries dental y 9 sujetos sanos, en edades de 3
a 7 afos. Los valores del CPOD encontrados en este grupo de estudio son de 0 a
20 con una media de 4.2, y en el caso del IHOS de 0 a 2.5 con una media de 2; en
el caso del CPOD un alto porcentaje, 28.94% del total de pacientes, presenta
valores de 3 a 5y solamente un 7.89 mayores de 10. Para el IHOS el 55% del grupo
de estudio presenta valores de 1 a 2 y so0lo un 2.63% de cero. De acuerdo con la
presencia de caries, se encontrd que 29 positivos para spaP, 12 tienen caries de
primer y segundo grado, 5 de tercer grado, 2 de cuarto y 7 no presentaron lesiones.
Los resultados sugieren que es mas importante la presencia de S. mutans con

potencial cariogénico que la acumulacién de placa.?®

Un estudio realizado por Aas et al, (2005), en donde se analizaron nueve sitios
diferentes en boca de cinco sujetos clinicamente sanos. Los sitios incluidos son:
dorso de la lengua, bordes laterales de lengua, epitelio bucal, paladar duro, paladar
blando, placa supragingival de las superficies dentales, placa subgingival, vestibulo
anterior maxilar y amigdalas. Los genes de rRNA 16S del ADN de la muestra fueron
amplificados, reproducidos y transformados. Se utilizaron secuencias de genes de
rRNA 16S para determinar la identidad de la especie. Fueron detectadas en 2.589
clones, 141 especies predominantes, mas 60% no han sido cultivadas. Trece
nuevos filotipos fueron identificados. Especies comunes a todos los sitios
pertenecieron al género Gemella sp, Granulicatella sp, Streptococcus sp vy




Veillonella sp. La mayoria de los sitios poseia 20 a 30 especies predominantes y el
namero de especies predominantes de todos los nueve sitios por persona oscilé
entre 34 y 72. No se detectaron especies tipicamente asociadas a periodontitis y

caries.26

Corby et al, (2005), estudiaron por PCR transcriptasa reversa (RtPCR), las especies
bacterianas asociadas con caries dental y libre de caries en un grupo de 204
individuos, en edades comprendidas entre 1,5y 7 afios de edad. Se analizaron un
total de 448 muestras de placa dental, 118 recolectadas de sujetos libres de caries
y 330 recolectadas de sujetos con caries. Se disefiaron dos modelos de estudio, en
el primer modelo se compararon las bacterias encontradas en la placa dental de
sujetos con caries en esmalte y en lesiones con diferentes grados de severidad
(lesibn de mancha blanca, lesion cavitada en esmalte y lesidn cavitada en dentina).
En el segundo modelo se compararon las especies bacterianas encontradas en la
placa dental de sujetos libres de caries con las especies bacterianas encontradas
en la placa dental. En ambos modelos hubo coincidencia en cuanto a la abundancia
de microorganismos asociados con caries, siendo identificadas bacterias Gram-
positivas, tales como: Actinomyces, Lactobacillus y S.mutans, mientras que los
sujetos libres de caries presentaron abundancia de otras bacterias tales como: S.
parasanguinis, Abiotrophia defectiva, Gemella haemolysans, S.mitis/oralis,
Streptococcus cristatus y S. sanguinis.?’

Un estudio realizado por Franco et al, (2007), con el objetivo de detectar reaccién
de polimerasa en cadena (PCR), si la presencia de S. mutans y S. sobrinus se
relaciona con la incidencia de caries dental en 42 nifios preescolares brasilefios. Se
recogieron muestras de placa dental del margen cervical de los dientes
erupcionados de los nifios de 5-6 afios de edad con denticion primaria, usando un
explorador estéril. Se realiz6 examen de los indices de CPOD (dientes cariados,
perdidos, obturados), siguiendo los criterios de diagnéstico de caries de la
Organizacion Mundial de la salud (OMS) los cuales mostraron una puntuaciéon 2.71.
La prevalencia de S. mutans y S. sobrinus fue de 85.7% y 14.3% respectivamente.

La reaccion en cadena demostro tener buena capacidad discriminativa para la




diferenciacion entre estas especies y sugiere que es una técnica conveniente para

estudios epidemiolégicos sobre estreptococos mutans.?®

En un estudio realizado por Salazar et al (2008) tuvo como objetivo implementar la
metodologia de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar la
presencia de S. mutans y S. sobrinus en saliva; en donde participaron 51 escolares
(5 a 17 afnos), provenientes de cinco diferentes colegios de la ciudad de Temuco; a
los cuales se les realizé recuento de estreptococos del grupo mutans en saliva por
método microbioldgico y diferenciacion de especies por la técnica de PCR. Los
resultados mostraron que la sensibilidad para la técnica de PCR fue 1000 UFC/mi
de saliva, diez veces superior a la sensibilidad del método microbioldgico utilizado
(10.000 UFC/mL). Ademas, el analisis de la especificidad de la amplificacion,
evaluada por restriccion enzimatica, confirmé la presencia de las bacterias
investigadas. La prevalencia de S. mutans fue de 88.2% y para S. sobrinus de
11.8%. La presencia conjunta de ambas bacterias fue observada en 7.8% de los
individuos. En conclusion, podemos sefialar que la metodologia implementada es

util para la deteccion rapida de S. mutans y S. sobrinus en saliva.?®

Un estudio realizado por Aas et al, (2008), el cual indicaba que el 10% de sujetos
con caries rampantes en dientes permanentes no tienen niveles detectables de S.
mutans. El propdsito de este estudio fue definir la bacteria predominante en la flora
de la cavidad oral sana mediante la identificacion y comparacion de especies
bacterianas cultivables y no cultivables ubicadas en diferentes tejidos blandos y
placa supra y subgingival. Se analizaron los sitios de 5 sujetos clinicamente sanos,
utilizaron secuencias de genes 16S rRNA de la muestra de ADN de 2589 clones, se
detectaron 141 especies predominantes, de los cuales més del 60% no ha sido
cultivada que representan seis filos de bacterias diferentes, especies como:
Streptococcus, Gemella, Eubacterium, Selenomonas, veillonellas, el Actinobacteria.
Y de las especies cultivables se encontraron: especies de Actinomyces, Neisseria,

Eikenella, Campylobacter, Porphyromonas, Prevotella,




Fusobacterias. Es importante identificar especies cultivables y que aun no es
cultivado la flora bacteriana en un entorno determinado antes de atribuir asociacion

con el estado de salud o enfermedad.

Gonzélez et al (2013) describieron la prevalencia y severidad de caries dental en
nifios preescolares colombianos con denticiébn primaria. Se obtuvo una muestra
aleatoria por grupos de 336 nifios de entre 3 y 5 afios de edad, examinados durante
el afo 2010. La deteccion de lesiones de caries se realizd por criterios visuales
(ICDAS). Los Resultados de la prevalencia de caries fue del 88,9%, (51,4% para la
experiencia y el 37,5% de las lesiones no cavitadas). El promedio ceo-d fue de 1,7
+/- 2,5. Las lesiones mas comunes presentes fueron no cavitadas, siendo las
superficies lisas en zona cervical los mas afectados. Por la experiencia de caries
hubo significacion con una dieta cariogénica, cepillado de dientes supervision de los
padres y el uso de un alto contenido de fluoruro, mientras que la gravedad de la
caries dental se asocio con consultas dentales por afio, la ensefianza de la Madre
y el comportamiento de la escuela. La prevalencia y severidad se asocio con
diferentes factores de riesgo (consumo de dieta cariogénica semanal, supervision
del cepillado dental, uso alto contenido de fluoruro en dentifrico, visitar al dentista al
afio), se puede orientar por los padres a traves de un cambio en el

comportamiento.3°

Un estudio realizado por Chen et al (2015) compard perfiles microbianos orales
entre nifios con ECC severa (SECC) y nifios libres de caries. Se obtuvieron
muestras de saliva y placa supragingival de nifios con SECC (n = 20) y nifios libres
de caries (n = 20) de 3 a 4 afos de edad. Las muestras fueron analizadas utilizando
la identificacion microbiana oral humana microarrays (HOMIM). Un total de 379
especies bacterianas fueron detectadas en muestras de placa supragingival en la
saliva de todos los nifios. Trece especies bacterianas mostraron diferencias
significativas en prevalencia de placa supragingival entre la SECC y grupos libres
de caries, mientras dos especies bacterianas mostraron diferencias significativas en

la prevalencia de saliva. La frecuencia de deteccion de Streptococcus mutans fue



significativamente mayor en muestras del grupo de SECC que en los del grupo libres

de caries; saliva (p = 0,026) y placa (p = 0.006).3!

Correa et al (2015) realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar la prevalencia de
caries con el indice ICDAS (Sistema internacional de evaluacion y deteccion de
caries) utilizando diferentes puntos en nifios de instituciones publicas y privadas, asi
como asociar la presencia de caries con los indicadores socioecondmicos, sexo,
edad, tipo de programa de salud de la familia, de la escuela (urbana o rural), Se
utilizaron diferentes puntos, de la siguiente manera: punto 1 (puntuaciones 0y 1 se
consideran como saludables y las puntuaciones de 2-6 clasificados como perdido);
punto 2 (puntuaciones de 0 a 2 clasificados como sanos, las puntuaciones de 3 a 6
como cariado) y punto 3 (0-3 sano, 4 al 6 perdido). Los resultados para el punto 1
fue de 68,8%; punto 2 el 67,9% y el punto 3: 60,6%. Se encontrd una asociacion en
la prevalencia de caries con la edad del nifio (p = 0,004), zona escolar (urbana o
rural) (p = 0,004). Como conclusion la prevalencia de caries en los nifios en edad
preescolar se considera alta. La presencia de lesiones de caries es mas probable

que ocurra en nifios de cinco afios de edad que viven en el campo.*?




Justificacion

La caries es una enfermedad multifactorial que afecta a la mayor parte de la
poblacion mundial, esta ligado a la presencia de microorganismos en la cavidad
bucal. Se han identificado a los estreptococos del tipo mutans (S.mutans y S.
sobrinus) como los principales agentes bacterianos en la caries, aunque existe

evidencia de que otras poblaciones microbianas participan en el proceso de caries.

Existen diversos métodos para la identificacion de Streptococcos tipo mutans,
siendo los mas comunes los que se basan en criterios morfolégicos y bioquimicos,
pero estos pueden dar falsos positivos, debido a una inadecuada fermentacion o
contaminacion de los carbohidratos utilizados en estas pruebas. Sabemos que la
biopelicula denominada placa dental esta compuesta por mas de 700 especies
diferentes, la mayoria de las cuales tienen la capacidad de producir 4cidos de los

azucares comunmente encontrados en la dieta humana.

Se utilizaran los criterios del Sistema Internacional para la Deteccién y Evaluacion
de caries (ICDAS), este indice nos brinda una mejor calidad de diagnéstico,
prondstico y tratamiento clinico. Este sistema es exacto y reproducible, es muy Uutil
en el diagndstico y nos permite evaluar las etapas iniciales de la lesion de caries,

asi como evaluaciones a largo plazo.

Algunos estudios han demostrado una asociacion entre el numero y la
concentracion de Streptococcos tipo mutans en la placa y/o saliva y el estado de la
caries en algunas poblaciones, de esta manera surge la necesidad de conocer la
relacion entre la experiencia de caries en nifios de 3 a 5 afios con respecto a ICDAS
y la presencia de Streptococcos mutans en esta poblacion, esta investigacion
permitira definir la actividad de caries desde las lesiones iniciales en esmalte el cual
permitird actuar de forma oportuna y asi limitar o revertir el dafio en los dientes que
ya han iniciado el proceso de caries y que no seria posible detectar con otros
indices; de esta manera se podran realizar protocolos de atencidon preventivos y
platicas dirigidas a los padres, una vez conociendo el tipo de riesgo cariogénico de

cada nifo.



Planteamiento del problema

La caries es la consecuencia de una interaccion entre la microflora oral, la dieta y el
medio ambiente. Las bacterias son cruciales para el inicio y progreso de las lesiones
cariosas. La salud bucal de una poblacién en relacion con la caries dental puede
ser evaluada a través de un grupo de indicadores fundamentales en los estudios
odontoldgicos que se realizan para sefialar la experiencia de caries tanto presente
como pasada, toma en cuenta lesiones de caries dental y tratamientos previamente
realizados. Con respecto a la experiencia de caries existen estudios donde
corroboran la asociacion entre la caries y la edad del nifio y se puede explicar que
debido a que a medida que aumenta la edad aumenta el tiempo de exposicion de
los dientes deciduos a los acidos de la boca, lo cual va acompafiado por el cambio
de ingesta en la dieta con mayor consumo de carbohidratos, facilitando la labor del
S.mutans al desarrollo de la caries dental. Por lo tanto surge la siguiente pregunta

de investigacion.

Pregunta de investigacion

¢ Existe asociacion entre la experiencia de caries y la presencia de Streptococcus
del tipo mutans en nifios de 3 a 5 afios que acuden a la clinica de estomatologia
pediatrica de la FEBUAP?



Objetivo General

Determinar la asociaciéon entre la experiencia de caries y la presencia de
Streptococcus del tipo mutans en nifios de 3 a 5 aflos que acuden a la clinica de

estomatologia pediatrica de la FEBUAP.

Objetivos especificos
1.- Determinar la experiencia de caries utilizando los codigos ICDAS.
2.- Cuantificar las UFC de Streptococcos del tipo mutans en saliva por cultivo.

3.- Identificar UFC de S. mutans en placa supragingival por medio de la técnica
PCR.




Hipotesis Cientifica

Hi La experiencia de caries se asocia con la presencia de streptococcus del tipo
mutans en nifios de 3 a 5 aflos que acuden a la clinica de estomatologia pediatrica
de la FEBUAP

Ho La experiencia de caries no se asocia con la presencia de streptococcus del tipo
mutans en nifios de 3 a 5 aflos que acuden a la clinica de estomatologia pediatrica
de la FEBUAP




Material y métodos
DISENO DEL ESTUDIO: analitico, prospectivo, transversal, observacional

UNIVERSO DE ESTUDIO: Pacientes de la clinica de Estomatologia Pediatrica del
Posgrado de la FEBUAP

TAMANO DE LA MUESTRA: No probabilistico por conveniencia

SUJETOS: Se reclutaran todos los nifios que cumplan los criterios de seleccion que

soliciten tratamiento.




CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion

1.- Niflos cuyos padres firmen el consentimiento informado.
2.- Nifios sin compromiso médico.

3.- Nifios sin tratamiento dental previo.

4.- Nifios de cualquier género.

5.- Nifios con denticion temporal.

6.- Nifios de 36 a 60 meses de edad que acuden a la clinica de Estomatologia

pediatrica de la Maestria en Estomatologia de la FEBUAP.

Criterios de exclusion
1.- Niflos con cualquier sindrome.
2.- Nifios con cualquier tipo de restauracion dental.

3.- Nifios que hayan ingerido medicamentos 15 dias antes de la toma de la muestra.

Criterios de eliminacion

1.- Presencia de alguna patologia en el momento de la toma de muestras.




Variables

VARIABLES DEFINICION ESCALA CATEGORIA ANALISIS
DEPENDIENTE OPERACIONAL ESTADISTICO
Experiencia de | Identificar indice | Cualitativa Escala 0-6 Tabla de
Caries de caries en | ordinal contingencia,
cavidad oral de porcentaje.
nifios de 3 a 5
afos.

VARIABLES

INDEPENDIENTES

Edad en meses Identificar Cuantitativa Meses Medidas de
colonizacion oral | discreta tendencia
por S. tipo mutans central y de
nifios de 3 a 5 dispersion.
afos de edad.

Sexo Identificar la | Cualitativa masculino/femeni | Tabla de
colonizacion oral | nominal no contingencia,
por S. tipo mutans | dicotomca porcentaje.
en nifios y nifas.

Presencia de S. Identificar la | Cualitativa Si/no Tabla de
mutans presencia de S. | nominal contingencia,
mutans en la | dicotémica porcentaje.
cavidad oral de )
nifios de 3 a 5 Xi cuadrada
afios de edad.
Presencia de S. Identificar la | Cualitativa Si/no Tabla de
sobrinus presencia de S. | nominal contingencia,
sobrinus en la | dicotbmica porcentaje.
cavidad oral de )
nifios de 3 a 5 Xi cuadrada
afos de edad.
Cantidad de Identificar las UFC | Cuantitativa UFC/ml Medidas de
Streptococos del tipo | de  Streptococos | numérica tendencia
mutans del tipo mutans de | continua central y de
la cavidad oral en dispersion.

nifios de 3 a 5
anos.

Correlacion de
Pilson




Recursos Humanos

Una investigadora alumna de la maestria en estomatologia pediatrica, un asesor

metodoldgico y un asesor disciplinario.
Recursos materiales
Instrumentos de oficina:

e Hojas blancas (historia clinica)

e Lapicero
Instrumentos de examen odontolégico:

e Espejos del numero 5
e Pinzas

e Explorador

e Cucharilla de dentina
e Guantes

e Cubrebocas

e Gasas

e Cepillo de profilaxis

e Pasta para profilaxis
e Tabletas reveladoras de placa (VIARDEN)
e Campos desechables

e Pieza de baja velocidad con contrangulo
Instrumentos en laboratorio:

e Medio BHV

e Agar mitis salivarius

e Placas 15x100

e Juegos de primers para S. mutans y S. sobrinus

e Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Taq DNA polimerasa, dNTPs,

regulador de reaccion)




e Tubos Eppendorff de 1.5 ml
e Tubos para PCR

e Puntas para micropipetas
Recursos Financieros

Fueron proporcionados por parte de la secretaria de investigacion y estudios de

posgrado y por la investigadora.




Técnica de recoleccién de datos

Fuentes de informacién primaria:

Observacion y encuesta

Fuentes de observacion secundaria:

Historia clinica



Procedimiento

Se solicitd al tutor el consentimiento para incorporar al nifio en el estudio, a cada
paciente se le realiz6 la Historia Clinica, en el cual se inform¢ al padre o tutor de los

objetivos del estudio y firmaron la hoja de consentimiento informado.

Se tomo6 muestra de placa dentobacteriana de la superficie vestibular del segundo
molar superior derecho con cucharilla de dentina y se tom6 muestra de saliva total.
Posteriormente se realizd una tincion en los dientes con una tableta reveladora
(VIARDEN) para posteriormente realizar el indice de placa dentobacteriana de

O’Leary.

Una vez tefiidos los dientes se realiz6 la limpieza mecanica dental con un cepillo e
instrumento rotatorio de baja velocidad con luz fria de la unidad dental y con la ayuda
del espejo dental se examiné la cavidad bucal. Con Previa estandarizacion intra e
inter observador por un experto en ICDAS: se llend el formato disefiado para este
estudio donde se sefial6 los procesos cariosos de acuerdo al Sistema Internacional
de Deteccién y Evaluacion de Caries (ICDAS).

Toma de muestra de saliva

Con un tubo de ensayo se tomaron las muestras de aproximadamente 500 ul de
saliva no estimulada, la cual se vertio en un tubo eppendorff de 1.5ml para su cultivo.
Fig.1 Las muestras se transportaron al laboratorio de Microbiologia Oral de la
FEBUAP en un recipiente tipo nevera a una temperatura entre 4 a 10 °C en un lapso
de tiempo no mayor a 4 horas para su procesamiento. (Figura 2. Ay B).

Figura 1. Toma muestra de saliva



A B

Figura 2. A, muestra en tubo eppendorff con medio de transporte solucion salina

isotonica. B, muestras colocada en recipiente tipo nevera.

Una vez que se empezO a realizar el proceso de las muestras, se realizaron
diluciones seriadas 1:10, 1:100, 1:1000 a partir de 100 pl de saliva que se colocaron
en 900 ul de solucion salina isotdnica (1:10), de esta se toman 100 ul y se colocan
en 900 ul en SSI (solucidn salina isoténica) (1:100), de la misma forma se realiz6 el
procedimiento para obtener una dilucion de 1:1000. Figura 3. De cada una de las
diluciones se sembraron 10 ul en Agar Mitis Salivarius, figura 4; se dejaron secar y
se incubaron a 37°C al 5% de CO:2 por 48 h. Después de este tiempo, se retiraron

las placas de la incubadora se contaron las unidades formadoras de colonias (UFC)

por cada una de las diluciones sembradas, las cuentas se extrapolaran a UFC por
mililitro. Figura 5 (A 'y B).

Figura 4. Siembra de las diluciones

Figura 5. A, muestras colocadas en la incubadora. B, cuantificacion de las UFC




Identificacion de S. mutans y S. sobrinus a partir de placa dentobacteriana

mediante la técnica PCR
Toma de Muestra de Placa

Con cucharilla de dentina se tomaron la muestra de placa dentobacteriana
supragingival de la cara vestibular del segundo molar superior derecho,
posteriormente se coloco la placa recolectada en un tubo eppendorff con solucion
salina isotonica agitandola durante 10 seg. Figura 6 (A y B). Se llevo al laboratorio

para su extraccion de DNA y andlisis de S.mutans y S. sobrinus.

] ==

A B
Figura 6. A, Toma de muestra de placa. B, muestra recolectada en tubo eppendorff.
Extraccion de DNA

Se obtuvieron treinta y un muestras de placa dentobacteriana de nifios de 3 a 5
afios que acudieron a la clinica de estomatologia pediatrica de la FEBUAP,
previamente se les realizo una historia clinica y se firmé un consentimiento
informado por parte del padre o tutor, una vez que las muestras estaban en tubos
eppendorff con 900 pl solucién salina isotonica se llevd al laboratorio de
microbiologia de la FEBUAP para proceder a su extraccion de DNA. Se tomaron
200ul para la extraccion de DNA empleando el kit Wizard® Genomic DNA

Purification (Promega), de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Figura 7.
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Figura 7. A, Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega). B, extraccion de
DNA

Para obtener la extraccion de DNA de las muestras de placa dentobacteriana se
utilizé el Kit Genomic DNA Purification Wizard®. Se centrifugo la placa
dentobacteriana por 15 minutos a 12.000 rpm, al término se retir0 el sobrenadante
y se solubilizo en 300ul de PBS, se adiciono 120ul de lisozima y se incubo a 37°C
por 30 minutos, una vez transcurrido el tiempo se centrifugo por 2 minutos a 12.000
rpm y se procedio a retirar el sobrenadante. Posteriormente se adiciono 600ul de
solucion lisis de nucleico incluida en el Kit Wizard®, se mezcla generosamente, una
vez mezclado se mete a incubar por 5 minutos a 80°C, se deja enfriar a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicionan 3ul de solucion RNase incluido en el kit
Wizard®, se mezcla y se mete a incubar a 37°C por 15 minutos después se deja

enfriar a temperatura ambiente.

Figura 8. A, centrifugacion del DNA. B, extraccion del DNA. C. incubacion del DNA.




Para precipitacion y la rehidratacion del DNA se transfiere el sobrenadante a un tubo
eppendorff limpio que contenga 600ul de isopropanol a temperatura ambiente y se
mezcld. La rehidratacién de DNA se colocé 100 pl de solucién de rehidrataciéon que

se incluye en el Kit Wizard® por 1 hora a 65°C.

La integridad del DNA de las muestras de placa dentobacteriana se verificd por
medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% separados a 80V, se tifio con
bromuro de etidio (0.5 mg/ml) y se observo en un transiluminador de luz UV. La
cuantificacion de DNA se realizé en un espectrofotometro Nano PhotometerTM

Pearl a una longitud de onda de 260nm. La pureza del DNA se determin6

estableciendo la relacion absorbancia 260/280 nm entre un rango de 1.8-2.0nm.
Figura 9. (A, By C).

Figura 9. A, electroforesis. B, gel de agarosa. C, tincion con bromuro de etidio
Identificacion de S. mutans y S. sobrinus mediante PCR.

Se empled la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la
identificacion de S. mutans y S. sobrinus se utilizaron los iniciadores SmF5 y SmR4
para S. mutans y los iniciadores SsF3 y SsR1 para S. sobrinus (tabla 1) de acuerdo
a lo publicado por Yano et al, para ello se prepardé una mezcla de reacciéon a un
volumen final de 50 pl conteniendo: 25ul de un amortiguador PCR Master Mix (2X)
Thermo Scientific (0.05 U/ul Taq DNA polymerase, 4Mm de MgClI2, 0.4mM de cada
dNTP, 0.6uM de cada iniciador y 5ul de ADN.

La mezcla de reaccion se incubo durante 5 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos

de 1 minuto a 95°C para la desnaturalizacion, el tiempo y temperatura de




alineamiento varié para cada par de primer de acuerdo a la especie a determinar
(Tabla 1) y 1 minuto a 72°C para la extension, la elongacion final fue 5 minutos a
70°C.

Los fragmentos de DNA amplificados fueron separados por electroforesis en geles
de agarosa al 1.5% y separados a 80 V, para determinar el peso molecular se utilizd
1 mg/ml de marcador de peso molecular Hyper Ladder™ IV (BIOLINE). EI DNA fue
tefiido con bromuro de etidio, se observo y fotografié en un foto documentador BIO-
RAD Molecular Imagen® (ChemicDoc™ XRS+), se analiz6 con el software

ImageLabTH.

Tabla No.1 iniciadores especie — especificos de Streptococcus mutans.

INICIADORES | ESPECIE SECUENCIAGA 3 Tm? | Tamafio del
(°C) | fragmento
(pb)

SmF5 S. mutans | AGC CAT GCG CAATCA ACA GGT 69
SmR4 S. mutans | CGC AAC GCGAACATCTIGATCAG | 70 415
SsF3 S. sobrinus | GAA ACC AAC CCA ACT TIA GCT | 69
TTG AT
SsR1 S. sobrinus | ATG GAG TGA TIT TCC ATC GGT | 69 329

ACTTG

Tomado y modificado de: Yano A. et al 2002, FEMS Microbiology Letters.



Aspectos éticos

La siguiente investigacion se realizara en base a los lineamientos del comité de
investigacion de la Facultad de Estomatologia de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla respetando los conceptos éticos de la Ley General de Salud
en los principios éticos de Helsinki y Tokio en los cuales se anteponen el respeto a

la integridad fisica, moral y mental de los pacientes.
Alcances y limitaciones

El presente estudio pretende determinar la asociacion entre la experiencia de caries
y la presencia de Streptococcus del tipo mutans en niflos de 3 a 5 aflos que acuden
a la clinica de estomatologia pediatrica de la FEBUAP, con el fin de determinar la
cantidad de streptococcus del tipo mutans desde las lesiones iniciales de caries
hasta las mas avanzadas y posteriormente realizar un plan de tratamiento para los

pacientes.

La principal limitacibn es que es un estudio transversal y se pretende tener
continuidad en este grupo de estudio y asi conocer los resultados a largo plazo, de
esta manera poder implementar mejores tratamientos preventivos para la salud

bucal del grupo de este estudio.



Analisis estadistico

Se realiz6 con el paquete estadistico SPSS V.22, estadistica descriptiva para las
variables independientes edad y sexo, y Chi cuadrada para la asociacion de

experiencia de caries vs estreptococos del tipo mutans.




Resultados

De los 31 pacientes incluidos en el estudio se contd con 12 mujeres (38.7%) y 19
hombres (61.3%), con un promedio de edad de 45.7 + 9.6 meses (Grafica 1) y una

prevalencia de caries determinada por ICDAS del 93.5% (Tabla 1).

Gréfica 1 Distribucién por sexos

Sexo

mHombre m Mujer

39%
61%

Tabla 1. Tabla de prevalencia de caries

Caries Frecuencia Porcentaje

Si 29 93.5

No 2 6.5

El analisis de los 31 nifios represento la evaluacion de 612 dientes de los cuales el
38.4% presentaron indice ICDAS de 0, seguido por el 17.1% y 15.8% por los valores
de 6 y 1 de ICDAS respectivamente (tabla 2), los dos nifios que se encontraron
libres de caries de la totalidad de sus dientes presentaron indice de 0. Los demas
nilos muestran combinaciones diferentes entre los indices ICDAS de cada diente,
observamos que el codigo 6 se presenta en la mayoria de los incisivos superiores
presentando un riesgo de caries alto dentro de nuestra poblacion.




Tabla 2. Porcentajes de los cédigos ICDAS de los 31 nifios evaluados

Cédigo Numero de Porcentaje
ICDAS dientes
0 235 38.4%
1 97 15.8%
2 41 6.7%
3 40 6.5%
4 38 6.2%
5 56 9.1%
6 105 17.1%
Total 612 100%

Gréfica 2. Porcentaje de los cédigos ICDAS de acuerdo a la poblacién de estudio
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El indice de O’leary se observo que 2 (6.5%) presentaron buena higiene sin
referencia por ICDAS a presencia de cavidades (codigos 0y 2), 15 (48.8%) presento
higiene regular con codigos de ICDAS entre 2 y 3, sin embargo, uno de los 15 nifios
incluidos en este grupo no presento caries, el resto de la poblacion, 14 nifios (45.2%)

presentaron higiene deficiente con codigos de ICDAS entre 2 y 6 (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencia y porcentaje de la poblacion de estudio de acuerdo al indice

de O’leary y la relacion con los codigos de ICDAS

Higiene Oral Frecuencia Porcentaje Caodigo ICDAS
O’leary
Buena (0-15%) 2 6.5 Oal
Regular (16-30%) 15 48.4 2al3
Deficiente (mas del 30%) 14 45.2 2 amasde 3
Total 31 100.0

El conteo de S. mutans (UFC/ml) en las muestras de saliva encontramos un
promedio de 1.6X107 UFC/mlI, de acuerdo a los estandares de evaluacién de riesgo
a caries 32.3% se localizé con riesgo medio a caries con conteos de S. mutans entre
10°y 108 UFC/m, el restante 67% presentaron riesgo alto determinandose conteos
mayores a 10 UFC/ml (Tabla 4). Un nifio de nuestra poblacién ubicado en el cédigo

0 de ICDAS presenté conteos mayores de 10” UFC/ml de S. mutans y O’leary de 2.




Tabla 4. Nivel de riesgo cariogénico de acuerdo a UFC/ml de Streptoccocus

mutans
Frecuencia Porcentaje

No riesgo (No. de UFC/mI 0 0
de S. mutans)
Riesgo bajo (menor 10%) 0 0
Riesgo medio (entre 10°y 10 32.3
10°)
Riesgo alto (mayor 10°) 21 67.7
total 31 100

El analisis por PCR especie-especifico (figura 1) de las 31 muestras de placa, se
encontré que el 87% (28 muestras) la presencia de S. mutans, mientras que el
29.03% (9 muestras) fueron positivas para S. sobrinus. En 22 (71%) muestras solo
se identifico S. mutans, en 3 (9%) Unicamente S. sobrinus y en 6 muestras (19.4%)
se encontré6 ambas especies bacterianas asociadas (tabla 5). Dos niflos que
presentaron ambas bacterias tenian indice de ICDAS con cddigos de 5y 6 con una
higiene deficiente, sin embargo, el tercer nifio presento ICDAS de 0 y una higiene

regular.




Confirmacion por PCR especie especifico

415 pb

Figura 1. Gel de agarosa al 2.0 % donde se muestran los resultados de la PCR
especie especifico mostrando un amplificado de 415 pb para la identificacién de
Streptococcus mutans, Lineas 1y 9: Marcador 100 pb HyperLadder ™|V, Linea 2:
Control positivo a S. mutans ATCC 59393. Lineas 3, 4, 5, 6 y 7: muestras de saliva
positivas a S. mutans. Linea 8 control negativo.

Tabla 5. Identificacién de estreptococos del tipo mutans por PCR especie-especifico
en muestras de placa dentobacteriana.

Paciente S. mutans S. sobrinus

P1 + +
P2 + -
P3 + -
P4 + -
P5 + +
P6 + -
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P 28

P29

P 30

P31




Para asociar la experiencia de caries con riesgo cariogénico, se realizaron pruebas
bivariadas de chi-cuadrada, donde se presentaron diferencias estadisticamente
significativas con un valor de p=0.000, con un Odds ratio de 0.200 y un intervalo de
confianza del 95% de 0.073 valor minino y 0.550 valor maximo, por lo que se
rechaza la hipotesis nula esto quiere decir que entre mayor experiencia de caries

mayor presencia de estreptococos del tipo mutans. (Tabla 6).

Tabla 6. Asociacion de riesgo cariogénico y severidad de caries

Severidad de caries

Riesgo Positivo Negativo Total
Criogénico Con riesgo 12 3 15

Sin riesgo 0 16 16
Total 12 19 31
Chi- Valor p
cuadrada
20.884 .000

De acuerdo a los resultados de la encuesta realizada a los padres de los pacientes
que participaron en este estudio, se determind que los alimentos que consumieron
con mayor frecuencia fueron jugo (54.8%), yogurth (64.5%), pan (90.3%), cereal
(80.6%), galletas (64.5%), platanos (80.6%); siendo el de menor consumo el
refresco (32.3%), sin embargo, observamos que los alimentos que presentan mayor
ingesta, pan, galletas y platanos, son alimentos que favorecen el desarrollo y

evolucion de caries (Grafica 3).




Gréfica 3. Porcentaje del consumo de alimentos
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Se determiné la asociacién de los alimentos consumidos asi como el riesgo que
presenta cada uno con la presencia de caries por medio de la prueba chi-cuadrada,
con un intervalo de confianza con un 95%, encontrando que no existe asociacion y

no representan un factor de riesgo. (Tabla 7).



Tabla 7. Cuadro de asociacion de variables y la presencia de caries

1.C. 95%
Variable Xi cuadrada | Valor de | Odds Ratio | Valor Valor
p=0.05 minimo maximo
Jugo .097 .756 1.260 .293 5.419
Refresco AT72 492 571 115 2.845
Yogurth .040 .842 1.167 .255 5.333
Pan .040 .841 1.294 104 16.043
Cereal .400 527 563 .093 3.391
Galletas 2.182 332 2.182 444 10.728
Platanos .091 763 1.333 204 8.708




Discusion

La caries dental es una de las enfermedades mas infecciosa en humanos, siendo
una de las mas prevalentes a nivel mundial®, cuyo origen es multifactorial debido a
la interaccion de tres factores principales: hospedero, microflora oral y el sustrato
los cuales interaccionan de forma continua determinado por un cuarto factor que es
el tiempo**, otros autores como Fejerskov adiciona otros factores, llamados
moduladores (costumbres, nivel socioeconémico, educacion, medio ambiente, etc.),
los cuales contribuyen e influencian decisivamente en el surgimiento y evolucion de
las lesiones cariosas.?® Se han utilizado a lo largo del tiempo varios indices para el
diagnoéstico de caries, sin embargo en el 2002 un grupo de investigadores se
reunieron con el objetivo de crear un indice internacional, denominado Sistema
Internacional de Deteccion y Evaluaciéon de caries (ICDAS) el cual es uno de los
principales indices que puede ser utilizado en encuestas epidemiolégicas, ya que
permite flexibilidad en el uso de diferentes puntos de corte y ayuda a estudiar a la
caries segun la etapa de evolucién de la enfermedad, este sistema es un conjunto
de criterios que se caracteriza por diagnosticar las lesiones iniciales de la

enfermedad?®; por ello decidimos utilizarlo en nuestro estudio.

Guedes y cols. (2011), evaluaron la experiencia a caries de 835 nifios de 6 a 7 afios
de edad de zonas sub urbanas de Brasil, esta evaluacion la realizaron por medio de
ICDAS I, ellos encontraron una prevalencia de caries del 95.6% en dientes
temporales y 63.7% en dientes permanentes®’, siendo similar a nuestro estudio con
un 93.5% en dientes temporales considerandose extremadamente alta. Ellos
observaron que los cédigos de ICDAS 1, 2 y 3 (caries de esmalte) se presentaron
en un 94.5% de la muestras y los codigos 4, 5y 6 (caries de dentina) en un 67.2%
en denticion temporal®, mientras que en nuestro estudio los cédigos 1, 2 y 3
presentan un 29% y los codigos 4, 5y 6 muestran un 32.5% mostrando porcentajes
inferiores en cada grupo de cddigos, esto probablemente se debe a que la cantidad

de pacientes de nuestra poblacion de estudio fue menor.

La nomenclatura mas reciente que se le da a la caries en edades tempranas es la

caries de la infancia temprana (CIT), afectando a los dientes anteriores



principalmente; en un estudio realizado por Ramirez y cols. (2008); determinaron la
experiencia de caries en un grupo de 659 nifios de 1 a 5 afios por medio de los
cadigos ICDAS, ellos determinaron que el 69.7% present6 experiencia de caries; el
analisis, de acuerdo a la presencia de lesiones no cavitadas (codigos 1y 2), fue del
60.1% mientras que los cédigos 3, 4, 5y 6 representaron el 42.6%, al hacer la
comparacién con nuestros resultados observamos una experiencia de caries mayor
de 93.5% por lo cual sus datos no concuerdan con los nuestros al igual que en lo
correspondiente a los cédigos 1 y 2 que en nuestra poblacion fue del 22.5%, no asi
para los datos de los codigos 3, 4, 5y 6 que fueron del 38.9% muy similares a los
suyos. Estas diferencias de resultados puede deberse a que el tamafio de las
muestras analizadas es diferente. Cabe mencionar que las lesiones cavitadas que
se encontraron en un mayor porcentaje siguen avanzando si no se establecen
medidas necesarias para detener el progreso de la lesion, por eso es importante
buscar estrategias que permitan reorientar los modelos de atencion para

diagnosticar las lesiones en sus etapas iniciales.

En el estudio de Gonzalez y cols., se presenta una prevalencia de caries con un
porcentaje del 88.9% con un promedio de edad de 3.8 afos, al igual que en nuestro
estudio, sin embargo la prevalencia de nuestro estudio fue del 93.5% siendo
ligeramente mas alta que el estudio anterior, estos autores al igual que nosotros,
determind la experiencia de caries por medio de los cédigos ICDAS, en el cual ellos
encontraron el cédigo 3 como el mas prevalente con un 51.4%3° mientras que en
nuestro estudio se observa el codigo 0 fue el més prevalente con un porcentaje del
38.4%, seguidos de los codigos 1 y 6 lo que representaron el 15.8% y 17.1%

respectivamente.

Una de las etapas mas importantes para que se produzca la caries es la adhesién
de la bacteria a la superficie del diente, asociadas al inicio, progresion y evolucion

de la lesiéon, uno de los mas importantes son los estreptococos del tipo mutans?°.

En nuestro estudio mediante la saliva sin estimular se realiz6é la cuantificacion de
UFC de Streptococcus mutans, en la cual observamos un nivel de riesgo de caries

alto con un porcentaje del 67.7%, mientras que el nivel de riesgo medio con un



porcentaje del 32.3% y no hubo presencia de nifios que presentaran bajo riesgo.
Sin embargo es mayor a la observada en los resultados del estudio de Salazar y
cols. (2008), en el cual se tomo, la muestra de saliva de 51 escolares de entre 5y
17 afos de edad se determiné mediante la clasificacion de Linossier que presentan

un riesgo alto de 41.2%, riesgo medio de 17.6% y un bajo riesgo del 41.2%4*.

Skrivele y cols. (2013), realizaron la evaluacion del riesgo a caries mediante el
conteo de S. mutans en la saliva de 472 niflos de 26 a 34 meses de edad de
diferentes paises: Alemania, Latvia y Brasil; ellos observaron que los conteos
mayores de 100,000 UFC/ml fueron estimados en 22.5% en Alemania, 19.3% en
Brasil y 15.7% en Latvia, mientras que los conteos menores de 100,000 UFC fueron
de 77.5% en Alemania, 80.7% en Brasil y 84.3% en Latvia*?, comparandolos con
nuestros resultados podemos observar que aunque la poblacion de ellos es mayor
que la de nuestro estudio, presentan menores conteos de S. mutans que los nifios
incluidos en nuestro estudio, los cuales estan en un riesgo cariogénico alto al
determinar que el 67.7% de nuestra poblacion tiene valores por arriba de 108 UFC/ml
y el 32.3% entre 10°y 108 UFC/mlde S. mutans pertenecientes a un riesgo medio.
Estas diferencias pueden deberse a el método de conteo de colonias de S. mutans
ya gque ellos utilizan el método semicuantitativo de comparacion de densidad
bacteriana por CRT® bacteria (Ivoclar Vivadent) y nosotros un método de
cuantificacion mas exacto por conteo en placa de colonias de S. mutans, ademas
nuestro conteo se realizé por triplicado y el de ellos es en una sola placa de cultivo
de CRT bacteria.

El S. mutans es considerado como la principal bacteria cariogénica para la iniciacion
de la caries, mientras que S. sobrinus esta implicada en su progresion y desarrollo;
la presencia de ambas especies muestra mayor experiencia de caries*. La
identificacion de S. mutans se ha realizado mediante métodos convencionales de
cultivo, sin embargo las técnicas moleculares los han ido reemplazando poco a poco
debido a su mayor rapidez y especificidad**. En un estudio de Franco y cols. (2007),
en el cual analizaron muestras de placa dentobacteriana, determinaron la presencia

de S. mutans y S. sobrinus por PCR, ellos identificaron a S. mutans en 85.7% y S.




sobrinus en 14.3%; sin embargo no se obtuvieron datos de la presencia de ambas
bacterias asociadas de la poblacién analizada“®. Nuestro estudio, al igual que el de
ellos, se realizé en muestras de placa dentobacteriana encontrando valores muy
similares en relacién a S. mutans y S. sobrinus; sin embargo, ellos no encuentran a
ambas bacterias asociadas en una misma muestra mientras que nosotros lo

encontramos en 19.4%.

Varios son los estudios realizados para comparar la presencia de estreptococos de
tipo mutans en muestras de placa de poblacion infantil por técnicas bioquimicas y
moleculares como es el PCR, entre ellos Okada y cols. (2002) en Japon y Carmona
y cols. (2011) en Colombia, determinaron la presencia de estreptococos del tipo
mutans en muestras de placa dental provenientes de nifios de 3 a 5 afios de edad,
encontrando que S. mutans se detect6é en 72.8% y S. sobrinus en 61.1% en la
poblacién japonesa“® y en la colombiana determinaron a S. mutans en 76% y S.
sobrinus en 81.9%%’, ambas poblaciones presentan valores altos de ambas
bacterias en comparacion de nuestros resultados en los cuales la determinacion de
S. mutans (87%) valores similares al de ellos; la mayor presencia de S. mutans
puede deberse posiblemente al mayor acumulo de placa dentobacteriana a esta
edad debido a que no son autbnomos en realizar una correcta higiene oral, en
nuestro estudio encontramos que el 94.5% de nuestra poblacion presenta un indice
de O’leary entre regular y deficiente lo cual implica un acumulo de placa
dentobacteriana que condiciona a la aparicion, desarrollo y evolucion de caries,
ademas que nuestra poblacién refiere consumo frecuente de alimentos azucarados,
datos que no incluyen los estudios de Okada y el de Carmona. Esta demostrado
que la ingesta de alimentos con azucar refinada favorece la aglutinacion de cepas
de S. mutans y otras bacterias por la formacion de glucanos (mutanos y dextranos)
que ayudan a la adhesion microbiana asi como sirven de polimeros de reserva para
producir &cido permitiendo que el pH bajo se mantenga por mayor tiempo y, como
consecuencia, se desarrolle el proceso de caries*®. En lo referente a las cepas de
S. sobrinus los tres estudios presentan valores diferentes, en la poblacion japonesa
se encontré en 61.1%“°, en la colombiana de 81.9%°° y en nuestra poblacién fue

mas baja con una proporcion de 29.03% de la poblacion, esto podria deberse al



origen étnico, tipo y frecuencia de alimentacion y a la edad de los nifios, se sabe
que la edad de la primera colonizacion de S. mutans es entre 49 y 75 meses,
mientras que para S. sobrinus es entre 49 y 81 meses, dado que nos permite
confirmar que la colonizacién de S. mutans es menor en edades de 3 afios mientras
que a los 5 afios la colonizacién de S. sobrinus es mas latente®!; por otro lado varios
estudios hacen referencia a la habilidad que presentan algunas cepas de S. mutans
de producir bacteriocinas llamadas mutacinas, las cuales inhiben el crecimiento de
bacterias relacionadas genética y ambientalmente, entre ellas cepas menos
virulentas de S. mutans y S. sobrinus®2, esto puede ser la explicacion en la
disparidad de las determinaciones de S. sobrinus en las tres poblaciones, ya que
las cepas que producen este tipo de bacteriocinas estan relacionadas con bacterias
que estan presentes en placa de individuos con lesiones cariosas, sin embargo no
todas las cepas de S. mutans secretan bacteriocinas, pudiendo también explicar la
variacion en los porcentajes de ambas bacterias (S. mutans y S. sobrinus)
encontradas en la misma muestra de placa dentobacteriana de las tres poblaciones,
observando que los japoneses los encuentran en 48.1%, en los colombianos de

77.8% y nosotros en un 19.4%.



Conclusioén

El andlisis ICDAS de los nifios presento mayor prevalencia en el cddigo cero,
seguidos del codigo 1y 6 encontrandose principalmente en los dientes anteriores.

El conteo de UFC de estreptococos del tipo mutans se encontraron en niveles entre

10°y 10% UFC/ml representando un riesgo medio a caries.

Los nifios con cuentas altas de estreptococos mutans y presencia de cédigo ICDAS

6 estan relacionados con un indice de O’leary deficiente.

Todos los nifilos presentaron estreptococos del tipo mutans en las muestras de

placa.

La principal especie identificada por PCR en la poblaciéon fue S. mutans, se
comprueba la relacion entre el historial de caries y la presencia de estreptococos

del tipo mutans.

Alcances de este estudio

Se deben realizar protocolos de atencidon donde el principal el objetivo sea evaluar
el riesgo de caries de los nifios mediante las metodologias utilizadas en este estudio
(ICDAS y PCR), e implementar alternativas de prevencion y control; asi como
realizar platicas educativas a los padres acerca de la salud oral y todos los factores

implicados en la caries.
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ANEXO 1
Consentimiento informado

A quien corresponda:

Yo declaro libre y
voluntariamente que ACEPTO que mi hijo
de afios de edad, PARTICIPE en el estudio “Asociaciéon entre la

experienciade caries y lapresenciade streptoccocus del tipo mutans en nifios
de 3 a 5 afios que acuden a la clinica de estomatologia pediatrica de la
FEBUAP”.

Estoy consciente de que los procedimientos, pruebas y tratamientos para lograr los
objetivos mencionados consistiran en: realizar IHOS e ICDAS, recoleccion de placa
dentobacteriana antes de cualquier tratamiento de rehabilitacion...

Es de mi consentimiento que seré libre de retirar a mi hijo de la presente
investigacion en el momento que yo asi lo desee. También que puedo solicitar
informacion adicional acerca de los riesgos y beneficios en la participaciéon de mi
hijo en este estudio. En caso de que decidiera retirarme, la atencion que mi hijo
como paciente recibiera en esta institucion no se vera afectada.

Nombre padre/madre:

Firma:

Direccion: Fecha:




S EEMEMERITA UNIVER HIDAD AUTCROMS DE FUEELA"
BLAE 3TRIA EN CIENCIAS ESTOMATOLOMCAS COM TERMINAL EN PEDIATRIA
Historia clinica
HCM:

Moo =i i=

Pk de macimilenioc

Poenices disl Fadme: Tedddomo:

Pormices dis e Madmes Teedddon:

Dazemiclllbx

Ediad jmasesT,

Escmadac

Qdentegrama: Indice de O'Leary:
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Paguntss:

1.- i El nifvx fue slimentado con biberon?
s nNgO Hasta que edad:
2.- ; Cual 25 el contenido del biberon?
3.- i El nifx fue slimentado del s=no matema?
=l D MO D Hasta que =dad:
4.- i Cuantas veces sl dis come &l nifa?
O *0 +0

5.- ; Consume slimentos entre comidas?  5Sino

G.- Dz kos siguisntes alimentos, sefale cudles acostumbea 3 consumir 2l nifo v
con gue frecusncia entre comidas:
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Pan G
Ceraal G
Galletas D
Platanos D
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s 0
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s 0
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